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Resumo

LEITZKE, Amanda Fonseca. OBTENGCAO DE NANOFIBRAS CONTENDO
FUCOIDANA E ZEINA POR ELECTROSPINNING. Orientador: Prof. Dr. Claudio
Martin Pereira de Pereira. Defesa (Mestrado) - Programa de Pdés-Graduagdo em
Biotecnologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2024.

As nanofibras ganham destaque por suas propriedades exclusivas que permitem sua
aplicacdo em diferentes areas. Entre as técnicas de producdo, a eletrofiacéo
(electrospinning) sobressai por seu baixo custo, simplicidade e eficiéncia no controle
da estrutura e diametro das fibras, possibilitando a fabricagdo de nanofibras a partir
de materiais variados, como polissacarideos de macroalgas e proteinas naturais. As
fucoidanas, uma classe de polissacarideos sulfatados extraidos de algas marrons,
tém atraido atencdo em pesquisas biotecnolégicas devido as suas diversas
bioatividades. Ja a zeina, uma proteina natural e ndo tdxica, é reconhecida como um
polimero seguro e proveniente de recursos renovaveis. Considerando o exposto, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver nanofibras a partir de solugdes poliméricas de
zeina com adicdo de fucoidana extraida de algas marrons por meio da técnica de
electrospinning. A fucoidana foi extraida da macroalga Durvillaea antarctica, porém,
devido ao baixo rendimento obtido, a extracdo ndo se mostrou viavel para a producao
de nanofibras em larga escala. Para superar essa limitagédo, optou-se pela utilizagéo
de fucoidana comercial adquirida da Sigma-Aldrich®, o que possibilitou a continuidade
da producao de nanofibras. Dessa forma, foram produzidas solugdes poliméricas de
zeina a 30% (p/v) e fucoidana (0%, 25%, 30% e 35%), cujas condutividade elétrica e
viscosidade foram analisadas. A maior viscosidade foi observada nas solugbes com
25% e 30% de fucoidana, enquanto a condutividade elétrica apresentou pouca
variagdo com o aumento da concentragdo de fucoidana. A andlise de angulo de
contato indicou uma caracteristica hidrofilica das solugdes poliméricas, o que pode
ser favoravel a adesao e proliferacdo celular. Os espectros de infravermelho com
transformada de Fourier das nanofibras revelaram bandas caracteristicas dos
materiais utilizados, e a analise de difragdo de raios-X demonstrou o carater amorfo
das fibras. A analise de distribuicdo de tamanho demonstrou tamanho médio de 540 +
130, enquanto que as nanofibras incorporadas com 25% e 30% fucoidana
apresentaram formato de fita com tamanho médio de 234 + 54 nm e 276 £ 54 nm.
Com isso, foi possivel observar que a adicdo de fucoidana na solugado polimérica
melhorou significativamente a morfologia das fibras, alterando-as para o formato de
fita, assim como reduziu o didmetro das mesmas, quando comparadas com a fibra
controle, o que torna o estudo de sua atividade bioldgica viavel, tendo em vista que ja
foi relatado na literatura que fibras menores que 100 nm apresentaram respostas
toxicas in vitro. Nos ensaios de citotoxicidade com brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazdlio e sulforrodamina B, as nanofibras ndo apresentaram efeitos
citotoxicos sobre células saudaveis de fibroblastos de camundongos nos tempos
analisados de 24h e 48h, o que viabiliza a continuidade dos estudos biolégicos, como
a aplicagédo como adesivo cicatrizante para pele em etapas futuras deste projeto.

Palavras-chave: Alga marrom; Electrospinning; Nanofibras; Fucoidana; Zeina.



Abstract

LEITZKE, Amanda Fonseca. OBTENTION OF NANOFIBERS CONTAINING
FUCOIDAN AND ZEIN BY ELECTROSPINNING. Advisor: Prof. Dr. Claudio Martin
Pereira de Pereira. Defense (Master's degree) - Postgraduate Program in
Biotechnology, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2024.

Nanofibers are gaining prominence due to their unique properties which allow them to
be applied in different areas. Among the production techniques, electrospinning stands
out for its low cost, simplicity and efficiency in controlling the structure and diameter of
the fibers, making it possible to manufacture nanofibers from a variety of materials,
such as polysaccharides from macroalgae and natural proteins. Fucoidans, a class of
sulphated polysaccharides extracted from brown algae, have attracted attention in
biotechnological research due to their diverse bioactivities. Zein, a natural and non-
toxic protein, is recognized as a safe polymer and comes from renewable resources.
Considering the above, the aim of this work was to develop nanofibers from polymeric
solutions of zein with the addition of fucoidan extracted from brown algae using the
electrospinning technique. Fucoidan was extracted from the macroalga Durvillaea
antarctica, but due to the low yield obtained, the extraction was not viable for the
production of nanofibers on a large scale. To overcome this limitation, we opted to use
commercial fucoidan purchased from Sigma-Aldrich®, which allowed us to continue
producing nanofibers. Polymeric solutions of Zein at 30% (w/v) and fucoidan (0%, 25%,
30% and 35%) were produced and their electrical conductivity and viscosity were
analyzed. The highest viscosity was observed in solutions with 25% and 30% fucoidan,
while electrical conductivity showed little variation with increasing fucoidan
concentration. Contact angle analysis indicated a hydrophilic characteristic of the
polymer solutions, which may be favorable to cell adhesion and proliferation. The
Fourier transform infrared spectra of the nanofibers revealed bands characteristic of
the materials used, and the X-ray diffraction analysis showed the amorphous nature of
the fibers. The size distribution analysis showed an average size of 540 + 130, while
the nanofibers incorporated with 25% and 30% fucoidan had a ribbon shape with an
average size of 234 + 54 nm and 276 £ 54 nm. It was therefore possible to observe
that the addition of fucoidan to the polymer solution significantly improved the
morphology of the fibers, changing them to a ribbon shape, as well as reducing their
diameter, when compared to the control fiber, which makes the study of its biological
activity viable, given that it has already been reported in the literature that fibers smaller
than 100 nm showed toxic responses in vitro. In the cytotoxicity tests with 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide and sulforhodamine B, the
nanofibers showed no cytotoxic effects on healthy mouse fibroblast cells at the
analyzed times of 24h and 48h, which makes it feasible to continue the biological
studies, such as the application as a healing adhesive for skin in future stages of this
project.

Key-words: Brown algae; Electrospinning; Nanofibers,; Fucoidan; Zein.
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1. Introdugao

As nanofibras tém despertado crescente interesse devido as suas propriedades
unicas, como alta relagao superficie/volume, porosidade ajustavel e capacidade de
incorporar diversos materiais funcionais. Tais caracteristicas as tornam ideais para
aplicagbes em cicatrizagdo de feridas, engenharia de tecidos e construgcdo de
arquiteturas 3D (Fathi-Achachelouei et al., 2019). Diversas técnicas sdo empregadas
para a fabricagao de nanofibras, incluindo extrusdo de bicomponentes, separagao de
fases, sintese por moldes, desenho, sopro por fusao, fiagdo centrifuga e eletrofiagéo
(Almetwally et al., 2017). Dentre essas, a eletrofiacdo destaca-se como uma técnica
amplamente utilizada devido as suas vantagens, como custo-beneficio, simplicidade,
eficiéncia e facilidade no controle da estrutura e do didmetro das fibras (nm a ym)
(Yoon et al., 2018). Nesse processo, uma solugao polimérica € submetida a um campo
elétrico, gerando um jato que se estende e solidifica ao se mover em diregdo a um
coletor, formando fibras com didmetros na escala nanométrica (Mercante et al., 2017).
A eletrofiagdo possibilita a fabricagdo de nanofibras a partir de uma ampla gama de
materiais como polimeros sintéticos como poliacrilonitrila, 6xido de polietileno,
poliestireno ou poliuretanos, biopolimeros contendo proteinas como colageno,
gelatina ou fibrinogénio da seda (Vaseashta; Bolgen, 2022). Além disso, também
podem ser empregados polissacarideos como celulose, alginato e fucoidana
(Karaduman; Culha; Horzum, 2022), permitindo assim o desenvolvimento de materiais
com propriedades especificas (Kumar et al., 2019).

As macroalgas marinhas, conhecidas ha séculos por sua relevancia na dieta
de paises do extremo oriente como Japao e Coreia (Penalver et al., 2020), sao ricas
em nutrientes e fontes importantes de polissacarideos complexos, minerais, proteinas
e vitaminas, além de diversos fitoquimicos. Seu consumo esta alinhado a crescente
demanda por produtos organicos e ambientalmente sustentaveis (Afonso et al., 2019).
Segundo o relatério da Seafood Source, o mercado global de algas deve alcancar
US$ 22,1 bilhdes até 2024 (Afonso et al., 2019). As macroalgas sao classificadas
conforme a composigéo de pigmentos: algas verdes (filo Chlorophyta), algas marrons
(filo Phaeophyta) e algas vermelhas (filo Rhodophyta). As algas marrons sao as mais
consumidas (66,5%), seguidas pelas vermelhas (33%) e verdes (5%) (Lorenzo et al.,
2017). Dentre as algas marrons, as Phaeophyceae destacam-se pelo alto teor de

fitoquimicos e pelas propriedades terapéuticas, o que as torna candidatas promissoras
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como agentes bioativos em setores como o de alimentos funcionais, saude, industria,
produtos farmacéuticos, cosmecéuticos, dentre outros (Catarino; Silva; Cardoso,
2018). As algas marrons, ricas em polissacarideos com diversas atividades biologicas,
tém recebido crescente atencado, destacando-se especialmente a fucoidana, um
composto de grande interesse proveniente desses organismos marinhos. As
fucoidanas séo polissacarideos sulfatados extraidos de algas marrons, compostas
principalmente de fucose (Mensah et al., 2023). Pesquisas recentes investigam suas
aplicagbes biotecnolégicas, incluindo efeitos antitumorais (Wu et al., 2016),
anticoagulantes (Jin et al., 2013), antivirais (Pradhan et al., 2022), antimicrobianos
(Poveda-Castillo et al., 2018), antibacterianos (Zhao et al., 2018), antidiabéticos (Wen
et al., 2021), nefroprotetores (Xue et al., 2021), antioxidantes (Chen et al., 2021), anti-
inflamatorios e imunomoduladores (Apostolova et al., 2020). Embora a fucoidana
possua inumeras propriedades interessantes, a eletrofiagdo desse polimero ainda
apresenta desafios, principalmente devido a sua baixa viscoelasticidade e dificuldades
de solubilidade (Chen et al., 2021).

Com isso, a zeina, proteina de armazenamento do milho que corresponde a
80% de seu conteudo proteico, tem sido amplamente utilizada na eletrofiagédo de
fibras. Trata-se de uma prolamina com propriedades hidrofilicas e hidrofébicas (Luo
et al., 2023), sendo composta maijoritariamente por aminoacidos hidrofébicos (Torres
et al., 2020). A zeina é soluvel em solugdes aquosas de alcool (60% a 95%), mas nao
em agua (Liu et al.,, 2023). Além disso, € um polimero n&do téxico, amplamente
reconhecido como seguro e proveniente de recursos renovaveis (Kasaai, 2018). Seu
uso tem ganhado relevancia nos setores alimenticio e nutricional devido a sua
abundancia, biodegradabilidade, alta estabilidade térmica, hidrofobicidade, barreira ao
oxigénio, elasticidade e facilidade de formacéo de fibras (Rezazadeh et al., 2022).
Considerando o potencial das solugbes poliméricas de zeina para a obtengcdo de
nanofibras e as variadas bioatividades das fucoidanas extraidas de algas marrons,
este estudo visa desenvolver nanofibras a partir de uma solugéo polimérica contendo

zeina e fucoidana a fim de aplica-la como adesivo cicatrizante para pele.



13

2. Revisao da literatura
2.1 Nanofibras

Ao longo dos anos, foram desenvolvidos novos métodos de sintese, além de
ferramentas avangadas para caracterizacdo e manipulagao, possibilitando a obtengao
e aplicagdo de nanomateriais com estruturas, morfologias, composi¢cdes e
propriedades inovadoras em diversas areas da ciéncia (Mercante; Cérrea, 2023). O
interesse por esses materiais surge devido a suas propriedades serem
substancialmente distintas das observadas em materiais nas escalas micro e macro
(Sanfelice; Pavinatto; Corréa, 2022).

Nanomateriais de zero-dimensido (0D) possuem todas as dimensdes do
material na escala nanométrica, como no caso das nanoparticulas e os pontos
quanticos (do inglés quantum dots) (Sanfelice, Pavinatto e Corréa, 2022). Ja os
nanomateriais unidimensionais (1D) possuem uma dimensao fora da nanoescala, com
exemplos comuns incluindo nanobastdes, nanotubos, nanofios, nanofitas e
nanofibras. Por outro lado, nanomateriais bidimensionais (2D) possuem apenas uma
dimensdo na escala nanométrica, como nanofolhas, nanoplacas e filmes finos
(Mercante; Corréa, 2023).

As fibras com didmetros inferiores a 100 nm s&o classificadas como nanofibras,
enquanto aquelas com diametros entre 100 nm e 1.000 nm s&o frequentemente
denominadas fibras ultrafinas. Contudo, o termo "nanofibras" € amplamente utilizado
na literatura cientifica para descrever ambos os tipos de materiais (Rodrigues et al.,
2022). Na definicao de nanofibra, o termo pode ser dividido em duas partes, “nano” e
“fibra” (Almetwally et al., 2017). Uma “fibra” é definida, do ponto de vista geométrico,
como um objeto ou estrutura delgada, alongada e semelhante a um fio (Ramakrishna
et al., 2015) e o termo “nano” refere-se a escala de um bilionésimo da unidade
(Ahmadian et al., 2021). Dito posto, as nanofibras tém sido utilizadas em uma ampla
gama de aplicagdes devido as suas propriedades exclusivas, como area de superficie
extremamente alta em relacdo ao peso, baixa densidade, alto volume de poros,
tamanho pequeno de poros, rigidez superior e resisténcia a tragdo em comparagao
com as fibras convencionais (Islam et al., 2019). E estas tem sido aplicada como
baterias e células de combustivel, capacitores, transistores e diodos, sistemas de
transferéncia de energia, compostos para estruturas aeroespaciais, entrega de

farmacos e engenharia de tecido (Almetwally et al., 2017).
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Além disso, diversas técnicas tém sido utilizadas para produzir nanofibras, as
quais podem ser classificadas em dois grupos, as técnicas de eletrofiacdo, em que a
forca eletrostatica é usada para a formagéao de fibras (Kutner; Sharma, 2018), e de
nao eletrofiagdo, em que a forca mecanica é usada (Nadaf et al., 2022). O alinhamento
desejado, o custo, a quantidade e o material fibroso necessario sao os fatores a serem
levados em consideragao ao escolher entre esses métodos (Islam et al., 2019). Pq é

melhor.

2.2 Electrospinning

A eletrofiacdo € um método eficiente para obtengcao de nanofibras, pois é de
simples utilizagdo e possibilita a produgdo de fibras com uma excelente relagao
volume/area (Almetwally et al., 2017). Desde sua primeira aplicagdo, inumeros
estudos e patentes sobre essa técnica foram publicados, destacando seu potencial na
producao de micro e nanofibras para uma variedade de aplica¢des (Mercante; Corréa,
2023).

Aeletrofiagcado € um dos métodos mais convencionais usados para a preparagao
de fibras continuas e se baseia no principio de que as forcas eletrostaticas podem ser
usadas para formar e expandir fibras a partir de solugdes de polimeros ou fundidos
com diametros que variam de algumas dezenas de nandmetros a micrémetros
(Kutner; Sharma, 2018). Durante a eletrofiacdo, aplica-se alta tensédo para carregar
uma solucao liquida ou fundida, colocando-a entre dois condutores que suportam a
carga eletromagnética de polaridades opostas, esticando o polimero para formar
fibras (Guarino; Ambrosio, 2018).

O funcionamento desse processo baseia-se na formagdo de um campo
eletromagnético, utilizando uma fonte de alta tensdo, uma bomba acoplada a uma
seringa e um coletor (Figura 1) (Mercante et al., 2017). O processo ocorre quando
uma solugdo polimérica, contida na seringa, € eletricamente carregada por alta
voltagem, formando um jato que sai da agulha da seringa, inicialmente no formato de
uma gota esférica que evolui gradualmente para um cone (comumente referido como
cone de Taylor), em diregéo ao coletor (Mercante et al., 2017). Para a diferenga de
potencial elétrico, um eletrodo positivo € conectado ao sistema que injeta a
formulacdo, enquanto um eletrodo negativo é conectado a um coletor metalico na

extremidade oposta (Xue et al., 2019).
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Figura 1 — Esquema ilustrativo da técnica de eletrofiagdo na configuragdo convencional com agulha

Cone de Taylor

+
thee
tee
ot

-
>
Coletor

Solugao polimérica
(ejetada a um fluxo controlado)

Fonte: Adaptado de Keirouz et al., 2019.

A forca eletrostatica produzida pela fonte de alta tensao € aplicada a solugao
ou fusdo do polimero, que € dispensada pelo orificio da agulha fina em uma velocidade
controlada. Com o aumento da tensdo elétrica, o campo eletromagnético se
intensifica, proporcionando o alongamento da gota de fluido formada na ponta do
capilar, resultando em uma fibra sélida no coletor. Durante esse processo, o solvente
utilizado na formulagao polimérica € evaporado (Xue et al., 2019). A solidificagdo da
solucao liquida ocorre pelo estabelecimento de uma zona que empurra as moléculas
carregadas, permitindo a evaporagdo continua do solvente, esticando os fios de
polimero estirados a medida que avancam em diregdo ao coletor aterrado ou
opcionalmente carregado (Vaseashta; Bolgen, 2022).

Devido as suas caracteristicas como area de superficie grande em relagao ao
volume, rigidez e resisténcia a tracado, propriedades fisicas e quimicas exclusivas,
capacidade de fabricagcdo com varios polimeros, ajuste do didmetro das fibras e
flexibilidade nas funcionalidades de superficie (Rashid; Gorga; Krause, 2021), a
eletrofiacdo tem estado na vanguarda da pesquisa e da industrializacdo de materiais
avancados baseados em fibras (Zaarour; Zhu; Jin, 2020). Em comparagao com outros
métodos de fabricacdo de fibras em escala submicrométrica/nanométrica, a
eletrofiacdo €& considerada uma rota escalonavel, econdbmica e razoavelmente
automatizada de fabricagdo com pouca mao de obra, que vem ganhando terreno
continuamente nas ultimas duas décadas (Keirouz et al., 2023). As fibras eletrofiadas
tém sido amplamente aplicadas em diversas areas, como: engenharia de tecidos

(Zhang et al., 2022), aplicagdes bioldgicas (Das et al., 2019), sensoriamento (Cleeton
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et al., 2019), filtragem (Barbosa et al., 2019), curativos para feridas (Li et al., 2022),
superficies autolimpantes (Wang et al., 2022), biotecnologia (Barbosa et al., 2019),
tratamento de agua (Shayegan; Ali; Safarifard, 2020) e quimica verde (Avossa et al.,
2022). A produgéo de fibras pela técnica de eletrofiacdo pode ser feita com diferentes
polimeros (sintéticos e/ou naturais), soluveis em diferentes solventes. Polimeros
naturais como quitosana, zeina, gelatina, celulose, entre outros, séo eficientes para

producao de fibras (Kumar et al., 2019).

2.3Macroalgas marrons

As algas marinhas apresentam uma composig¢ao nutricional rica em proteinas,
minerais, vitaminas, fibras soluveis e insoluveis, bem como uma variedade de
moléculas bioativas (Healy et al., 2023), podendo ser classificadas em trés tipos, de
acordo com seu conteudo de pigmentos: algas vermelhas (Rhodophyceae), algas
verdes (Chlorophyceae) e algas marrons (Phaeophyceae) (Tanna; Mishra, 2019).
Projegdes indicam que o mercado de produtos derivados de algas marinhas devera
crescer de US$ 4,7 bilhdes para US$ 6,4 bilhdes até 2026, impulsionado por suas
diversas aplicacbes na area da saude (El-Beltagi et al., 2022). As propriedades
benéficas a saude das algas marrons esta associada principalmente a sua abundancia
em nutrientes e fitoquimicos especificos, como fibras, clorotaninos, fucoxantina e
minerais (Pefialver et al., 2020). No entanto, seus niveis sdo muito variaveis de acordo
com fatores distintos, incluindo os géneros e as espécies de algas, a maturidade e as
condi¢gbes ambientais, ou seja, as variagdes as quais o habitat natural das algas pode
estar sujeito, como estagdo do ano, temperatura, salinidade, correntes oceanicas,
ondas ou até mesmo profundidade de imersdo, bem como condicbes de
armazenamento e processamento poés-colheita (Afonso et al.,, 2019). Atualmente,
cerca de trinta e dois milhdes de toneladas de macroalgas sédo processadas em todo
o mundo, sendo a maior colheita no sudeste da Asia (Otero et al., 2023).

As macroalgas, ou algas marinhas, contém altos teores de carboidratos (até
60%), quantidades moderadas a elevadas de proteinas (10-47%), baixos niveis de
lipidios (1-3%) e um teor variavel de cinzas minerais (7-38%) (Dominguez; Loret,
2019). Elas também apresentam diversos aminoacidos, como treonina, alanina,
arginina, glutamato e aspartato. Além disso, esses organismos sao fontes de
micronutrientes, como manganés (Mn), cobre (Cu), zinco (Zn), ferro (Fe), cadmio (Cd)

e chumbo (Pb) (Adarshan et al., 2023). Outros componentes presentes nas
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macroalgas incluem esterois, pigmentos, terpenos e polifenois (Ptak; Fretté, 2021). As
clorofilas a e b sdo os principais pigmentos das macroalgas, enquanto os carotenoides
funcionam como pigmentos acessorios, sendo ambos amplamente distribuidos entre
as diferentes algas marinhas. Nas algas verdes, as clorofilas a e b estdo presentes
em propor¢des semelhantes as das plantas superiores, o que lhes confere a cor verde
(Tanna; Mishra, 2019). O pigmento acessorio xantofila fucoxantina esta presente em
quase todas as algas marrons, o que mascara as clorofilas e outras xantofilas. Nas
algas vermelhas, a ficoeritrina é dominante e responsavel por sua coloragao
(Khatulistiani et al., 2020).

Em 2019, o cultivo de algas marinhas representou cerca de 30% da produgao
total da aquicultura. Atualmente, as algas vermelhas e marrons ocupam a segunda e
a terceira posi¢des entre os grupos de espécies mais cultivados na aquicultura global
(Siddik et al., 2023). As marrons compreendem aproximadamente 2.000 espécies
descritas, sendo uma das poucas linhagens eucaridticas a desenvolver
multicelularidade complexa (Bringloe et al., 2020). Esse grupo diversificado de algas
€ conhecido por sua coloragcdo, que varia do verde-oliva ao marrom-dourado claro.
Essa variacao decorre da presenca de cromatoforos que contém o pigmento xantofila,
principalmente a fucoxantina, cuja alta concentracdo, juntamente com outros
carotenoides, encobre os pigmentos residuais de clorofilas a e c, além de outras
xantofilas, resultando na coloragdo marrom caracteristica (Zhang et al., 2020). O
tamanho das algas marrons pode variar desde pequenos filamentos até grandes
massas de algas marinhas (Wehr, 2015), com a maioria das espécies concentrando-
se na zona entre marés (Zhang et al., 2020).

Dentre as espécies de algas marrons, Durvillaea antarctica (Figura 2) é a mais
consumida pela populagédo chilena, com um consumo aproximado de 0,5 kg per
capita. Essa alga cresce predominantemente nas costas do Chile e da Nova Zelandia
(El-Beltagi et al., 2022). D. antarctica se destaca pelo baixo teor caldrico e pelo alto
teor de acidos graxos essenciais, como o dmega-3, além de ser uma fonte rica em
compostos bioativos com propriedades benéficas a saude (Guerrero-Wyss et al.,
2023). Normalmente, essa alga contém cerca de 11% de proteinas, 65% de
carboidratos e 0,8-4,3% de lipidios totais (Quifones et al., 2021).
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Figura 2 — Macroalga Durvillaea antarctica coletada na regiao de Punta Arenas —)_Chile »
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3

As algas marrons sdo também uma importante fonte de polissacarideos com
diversas atividades bioldgicas. Os polissacarideos alginato, laminarina e fucoidana
(Figura 3) representam mais de 50% do peso seco total dessas algas, podendo
alcancar até 70% em algumas espécies (Li et al., 2021). As proporgdes e estruturas
desses polissacarideos variam entre as espécies, com diferencas significativas
dependendo das condi¢des de cultivo e das épocas de colheita (Kadam et al., 2015).
Entre os polissacarideos das algas marrons, as fucoidanas tém recebido especial
atencao nos ultimos anos devido aos seus beneficios a saude humana (Mensah et al.,
2023). As fucoidanas tem a capacidade de mediar efeitos anti-inflamatdrios por meio
da reducgao da adesao de neutrofilos e do recrutamento de leucécitos, ou da inibicdo
da liberagdo de citocinas pro-inflamatérias (Park et al., 2017). Além disso, as
fucoidanas tém o potencial de aumentar a proliferacao de fibroblastos dérmicos e a
deposicao de colageno (Senni et al., 2006), o que potencializa sua aplicagdo em

setores farmacéuticos e cosmecéuticos.
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Figura 3 — Componentes das algas marrons
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Fonte: Adaptado de Li et al. (2021).

2.4 Propriedades biolégicas das fucoidanas

Sabe-se que as macroalgas marrons produzem diferentes tipos de
polissacarideos e/ou fibras que, apesar de sua variabilidade, representam os
principais componentes que podem chegar a 70% de seu peso seco (Afonso et al.,
2019). Os polissacarideos de algas marinhas como ulvan, fucoidana e carragenana
obtidos de algas verdes, marrons e vermelhas, respectivamente, sdo usados em
sistemas de drug delivery devido as suas propriedades gelificantes (Cunha; Grenha,
2016). Estes promovem efeitos contra cancer e inflamagdo, por meio de suas
propriedades inerentes como antioxidantes, anticoagulantes, dentre outras (Hamed et
al., 2015). Essas atividades estao associadas as estruturas e composi¢cdes quimicas
dos polissacarideos, bem como a fatores que afetam suas propriedades fisico-
quimicas (Tanna; Mishra, 2018).

Varias ferramentas e técnicas sao utilizadas para a extracao, purificacdo e
caracterizacao de compostos de algas marinhas, que desempenham um papel
importante no estudo das atividades bioquimicas dos metabdlitos extraidos, incluindo
os polissacarideos (Tanna; Mishra, 2018). As variagbes na biologia das algas

marinhas, nas espécies ou nos ciclos biolégicos, bem como as diferengas sazonais,



20

influenciam as caracteristicas dos polissacarideos, incluindo o teor de sulfato, a
composi¢cao de monossacarideos e o peso molecular (Kumar et al., 2021). A estrutura
quimica dos polissacarideos também pode ser afetada por parametros relacionados
a biologia das macroalgas. Devido ao fato de que a maioria das macroalgas
atualmente comercializadas no mercado europeu é de biomassa colhida em estado
selvagem, é necessario estudar as diferencas sazonais e sua influéncia sobre o
conteudo e a estrutura quimica dos polissacarideos para obter uma melhor
compreensao desses compostos e sua futura exploragdo de macroalgas colhidas
tanto em estado selvagem quanto em cultura (Garcia-Vaquero et al., 2017).

Dentre os polissacarideos existentes nas algas marrons, as fucoidanas sdo um
termo amplo que engloba todos os polissacarideos sulfatados que contém
principalmente residuos de L-fucose e fucopiranosil. Esses incluem os ascofilanos
(que sado compostos de cadeias de acido manurbnico com residuos de fucose
ramificados); glicuronofucogalactanos (compostos de cadeias lineares de D-galactose
com ramificagdes de L-fucose-3-sulfato e possiveis acidos urbnicos); sargassanos
(compostos de acido glucurénico, manose e galactose com cadeias laterais de
galactose, xilose e fucose altamente sulfatadas); e os galactofucanos (com
propor¢des iguais de unidades de L-fucose e D-galactose) (Gomes-Dias; Texeira;

Rocha, 2022). A estrutura molecular da fucoidana pode ser observada na Figura 4.

Figura 4 — Esquema da estrutura da fucoidana; substituintes de carboidratos R: xilose, arabinose,
ramnose, glicose, galactose ou acido urénico e substituintes ndo carboidratos: residuos de sulfato ou

acetato
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Fonte: Adaptado de Citkowska, Szekalska e Winnicka (2019).
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Dentre as aplicagdes das fucoidanas, € possivel citar efeitos antiproliferativo,
antimetastatico, antiangiogénico, indugao de apoptose, atenuagao do efeito adverso
da quimioterapia e também atividade antiviral, bem como a ativacdo do sistema
imunologico, tém obtido excelentes resultados (Wang et al., 2019). Além disso, ja foi
relatado que as fucoidanas se apresentam como uma possibilidade terapéutica,
suplementacao da dieta de pacientes com cancer e também com a possibilidade de
reduzir os efeitos colaterais da quimioterapia convencional (Do-Amaral et al., 2020).
As fucoidanas obtidas de diferentes espécies e areas geograficas tém estruturas
diferentes com potencial diversidade em suas atividades farmacolégicas. Os
diferentes métodos de extracado afetam a natureza das fucoidanas, ao mesmo tempo
em que alteram sua estrutura quimica. As condi¢gdes de extragao incluem o tempo, a
temperatura, o solvente, os tempos de ciclo e a poténcia (Du et al., 2022).

A extracdo classica de fucoidanas de algas marrons geralmente envolve
tratamentos de varias etapas com agua quente, acido ou com solugdo aquosa de
cloreto de calcio (CaClz), cada etapa com duragao de varias horas (Ale et al., 2012).
Outras técnicas de extragdo também ja foram relatadas, como a extracédo assistida
por micro-ondas para tornar a extracdo mais eficiente tanto em termos de tempo
quanto de recursos, assim utilizando agua como solvente (Yuan; Macquarrie, 2015).
Além disso, Wan e colaboradores (2015) utilizaram a técnica de extracao ultrassénica
para melhorar o rendimento dos polissacarideos da Laminaria japonica. Em
comparagao com o método tradicional de extragdo com agua quente, a extragdo por
ultrassom requer menos tempo e é mais eficiente (Wan et al., 2015).

Além disso, alguns estudos demonstraram que a fucoidana de baixo peso
molecular tem um efeito cicatrizante em feridas na pele. Entretanto, até o momento,
ha poucas informagdes sobre seus efeitos de cicatrizagao de feridas in vivo (Goushki;
Sabahi; Kabiri, 2023). Apds a lesao da pele, o reparo da ferida envolve um processo
complexo no qual a angiogénese desempenha um papel crucial. Pesquisas anteriores
indicaram que a fucoidana pode ajudar na cicatrizagao de feridas; portanto, Wen et al.
(2023) estudaram a hipétese de que a fucoidana pode acelerar o processo ao
promover a angiogénese. Utilizando um modelo de ferida de corte total, foi observado
que a fucoidana intensificou significativamente o fechamento da ferida e promoveu a
formacgao de granulagéo e a deposigdo de colageno. De modo geral, este estudo
sugere que a fucoidana pode promover a angiogénese por meio da via de sinalizagao
AKT/Nrf2/HIF-1a e acelerar a cicatrizagao de feridas (Wen et al., 2023).
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No estudo realizado por Park et al. (2017), foi relatado que a fucoidana de baixo
peso molecular acelerou a cicatrizagao de feridas, o que foi apoiado pelo aumento da
formagao de tecido granular no quarto dia pés-tratamento, mas uma diminuicdo no
sétimo dia, acompanhada por uma reducao evidente das células inflamatérias. Além
disso, o tratamento com fucoidana reduziu a peroxidagao lipidica e aumentou as
atividades antioxidantes. Isso sugere que o fucoidana de baixo peso molecular
promove a cicatrizagao de feridas dérmicas por meio de atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias e dependentes de fatores de crescimento complexas e coordenadas
(Park et al., 2017). Shanmugapriya, Kim e Kang (2023), fabricaram e a avaliaram um
hidrogel de goma gelana a base de fucoidana/alginato e nanofibrilas de
carboximetilcelulose para a cicatrizagdo de feridas com abordagens fotodinamicas.
Foi observada uma cicatrizacdo mais rapida de feridas com aumento de fibroblastos
e fibras de colageno de alta expressao proteica. Portanto, essas descobertas sugerem
que o hidrogel desenvolvido € um agente terapéutico potente que pode ser usado para
promover a cicatrizacdo rapida e eficiente de feridas no tratamento de feridas
cutaneas (Shanmugapriya; Kim; Kang, 2023).

Além destas aplicacgdes e diferentes formas de extragao de fucoidanas, estudos
também ja relataram o uso de fucoidanas para a producao de nanofibras. Chen et al.
(2021) produziram nanofibras de fucoidana/éxido de polietileno de peso molecular
modificadas com quitosana para estudar sua interagdo com células endoteliais e
investigar a influéncia das propriedades fisico-quimicas no comportamento celular e
na adesdo de mondcitos (Chen et al., 2021). Experimentos celulares demonstraram
que as nanofibras de fucoidana/éxido de polietileno modificadas com quitosana
facilitaram a adesao de células endoteliais e suprimiram a adesao de mondcitos,
apresentando grande potencial para aplicagdo na area de engenharia de tecidos
vasculares (Chen et al., 2021).

Lu et al. (2022) modificaram nanofibras de quitosana com fucoidana e
nanoparticulas de CuS, avaliando os efeitos bactericidas quimiodinamicos,
fototérmicos e quimiofotodindmicos, além da influéncia da modificagdo na
diferenciagao de osteoblastos (Lu et al., 2022). A modificagdo do quitosana com
fucoidana aumentou a atividade osteoindutora sem efeitos citotdxicos. Dessa forma,
isso demonstra a potencial aplicagao deste complexo em campos biomédicos, como
infeccbes dsseas e de feridas e regeneragao de tecidos, apos estudos adicionais in
vivo (Lu et al., 2022).
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Puigmal et al. (2024) desenvolveram nanofibras de alcool polivinilico, quitosana
e fucoidana para aplicagbes em engenharia de tecidos cutaneos (Puigmal et al.,
2024). Foi possivel observar que as nanofibras carregadas com fucoidana
apresentaram propriedades antibacterianas promissoras contra cepas bacterianas
patogénicas testadas, inclusive E. coli e S. aureus. A ampla gama de atividade
bioldgica inerente a esse polissacarideo € um fator que contribui para a aplicagao
diferencial da engenharia de tecidos da pele. Neste trabalho foi relatado que a
utilizacdo de fucoidana nao apenas ofereceu protegdo para a substancia ativa
carregada, mas também aumentou sua poténcia e melhorou a eficacia do tratamento
(Puigmal et al., 2024).

Apesar de suas inumeras propriedades de interesse, a eletrofiacdo da
fucoidana continua sendo um desafio devido a sua baixa viscoelasticidade e
problemas de solubilidade (Chen et al., 2021). Com isso, foi relatado que outros
polimeros naturais por exemplo, quitosana, celulose, alginato de sodio, proteina com
uma pequena quantidade de polimero de peso molecular ultra-alto, como 6xido de
polietileno, alcool polivinilico e polivinilpirrolidona, podem permitir sua preparagdo em
nanofibras via eletrofiacdo (Li et al., 2015). Para superar essas deficiéncias no
processo de eletrofiacdo de fucoidanas, se faz interessante a associagdo com a zeina,
uma proteina natural que tem atraido intensa atencédo e tem sido pesquisada como
um material renovavel e biodegradavel emergente por meio de eletrofiagdo com
diferentes modificagdes e processamento (Chen et al., 2022), para obtengédo de

nanofibras.

2.5 Zeina

A zeina, a principal proteina de reserva do milho, € aprovada pela Food and
Drug Administration (FDA) e classificada como um ingrediente geralmente
reconhecido como seguro (Liang et al., 2022). Com uma estrutura molecular composta
por uma cadeia polipeptidica rica em aminoacidos hidrofébicos, como alanina,
fenilalanina, isoleucina, leucina, prolina e valina (Yan et al., 2022), a zeina apresenta
caracteristicas anfifilicas, tendo mais de 50% de grupos hidrofébicos € uma menor
proporgcao de aminoacidos hidrofilicos (Chen et al., 2022). Sua composigao quimica
confere-lhe a propriedade de ser insoluvel em agua, embora se dissolva faciimente

em solugdes com alto teor de etanol (Huang et al., 2023).
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Essas propriedades tornam a zeina um material promissor para diversas
aplicagdes industriais, especialmente na entrega controlada de farmacos e compostos
bioativos, devido a sua hidrofobicidade, adeséo, resisténcia a digestdo e eficacia na
absorcao intracelular (Tortorella et al., 2021). A zeina também resiste a degradagéao
por enzimas digestivas, prolongando a exposicao de compostos encapsulados no
trato gastrointestinal e aumentando sua absorc¢ao e eficacia terapéutica (Luo et al.,
2023). Além de sua ampla disponibilidade, ja que o milho € uma das culturas mais
produzidas no mundo com cerca de 1,129 bilhdes de toneladas em 2021 (Chen et al.,
2021), a zeina também é um subproduto da industria de amido e cervejeira (Jiang et
al., 2023). Na industria farmacéutica, ela se destaca por ser um material natural,
biodegradavel, biocompativel e ndo téxico, com grande potencial para a fabricagao de
filmes, revestimentos e fibras, devido a sua estabilidade térmica e resisténcia a
umidade (Amjadi et al., 2020). Essas propriedades também fazem da zeina uma
barreira eficaz contra luz, oxigénio, umidade e contaminagdées microbianas (Bharathi
et al., 2020). Assim, seu uso tem sido explorado em diversas areas biomédicas, como
curativos (Martin et al., 2022), sistemas de entrega (Creighton et al., 2020) e scaffolds
(He et al., 2017), posicionando-a como um material emergente de grande potencial.

A eletrofiagdo de nanofibras e filmes de zeina teve avangos consideraveis nos
ultimos anos, os quais se tornaram possiveis gragas as pesquisas atuais. Os
pesquisadores exploraram varias estratégias para aumentar a capacidade de
eletrofiagdo da zeina e melhorar a morfologia, as propriedades mecanicas e a
funcionalidade da fibra (Jiang et al., 2023). Além disso, a incorporagao de aditivos,
cargas ou compostos bioativos nas matrizes de zeina permitiu o desenvolvimento de
nanofibras multifuncionais com propriedades antimicrobianas, antioxidantes ou de
absorcao de umidade (Rodriguez-Feélix et al., 2022). No entanto, a utilidade é restrita
devido a vulnerabilidade do filme causada por sua extensibilidade, elasticidade e
flexibilidade inadequadas. Entretanto, essas deficiéncias podem ser resolvidas com o
uso da eletrofiagdo para converter a zeina em fibra (Jiang et al., 2023). Neste contexto,
0 objetivo deste trabalho € produzir nanofibras a partir da solugao polimérica da zeina

e da fucoidana.
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3. Metodologia
3.1 Obtencao da biomassa de Durvillaea Antarctica

A macroalga Durvillaea antarctica foi coletada em janeiro de 2020 em aguas
com temperatura média de 11 °C na regidao subantartica de Punta Arenas (53° 38'
24.5" S 70° 56' 47.2" W) e areas adjacentes, na Patagonia Chilena (Figura 5). Apos a
coleta, as amostras de algas foram preparadas conforme descrito por dos Santos et
al. (2019). O material foi mantido sob refrigeragdo nas mesmas condi¢gdes do
momento da coleta, a 11,3 °C por 24 horas. Em seguida, as algas foram lavadas e
desidratadas em estufa a 35 °C por, no minimo, 120 horas. Ap6s a desidratagao
completa, a alga foi moida em um moinho de facas por aproximadamente 10 minutos
e armazenada em sacos plasticos hermeticamente fechados, contendo silica gel no

interior para garantir a manutencao da auséncia de umidade.

Figura 5 — Localizacdo da alga Durvillaea antarctica
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3.2 Anadlises fisico-quimicas da macroalga Durvillaea antarctica
3.2.1 Teor de proteina

O teor de proteina foi determinado utilizando a metodologia de AOAC
International, 2016. Foi utilizado um microssistema de bloco digestor digital (Kjeldahl).
Inicialmente, foram pesados 300 mg da macroalga, que foram transferidos para o tubo
de digestao Kjeldahl. Em seguida, foi adicionada uma mistura catalitica e 10 mL de
acido sulfurico concentrado. As amostras foram submetidas a digestéo até a completa
decomposicdo, indicada pela mudanca de coloracdo para verde-claro. Apos o
resfriamento, foram adicionados 50 mL de agua destilada sob agitacéo, e as amostras
foram acopladas ao destilador de proteinas. Para a destilagao, foram utilizados 40 mL
de hidroxido de sodio a 50%, imergindo o terminal do condensador em um erlenmeyer
de 250 mL contendo 30 mL de solug&o de acido boérico a 4% e 5 gotas de indicador
misto. Aproximadamente 70 mL do destilado foram coletados e, posteriormente,
titulados com acido cloridrico até que a colorag¢ao do indicador mudasse de verde para
rosa. Um branco foi conduzido utilizando apenas os reagentes, sem a amostra. O teor
de proteina foi calculado como nitrogénio x 6,25, conforme a AOAC (2016), seguindo
a equagao 1:

100 x 0,0014 x 6,25 x (VaxVb)x f x N

Proteina (%) = B

(Eq.1)
Onde:

Va = Volume da solugéo de acido sulfurico para titulagdo do material (mL).
Vb = Volume da solucao de acido sulfurico para a titulagdo do branco (mL).
N = Normalidade da solugao de acido sulfurico.

f = Fator de correg¢ao da solugéo de acido sulfurico.

P = Peso do material (g).

3.2.2 Quantificagcao de carboidratos

A extracado foi realizada utilizando 2 g de biomassa e 100 mL de agua
deionizada, aquecidos a 100 °C por 1 hora e, em seguida, filtrados para obteng¢ao do
extrato aquoso. A quantificagcdo de carboidratos foi realizada pelo método do acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS), conforme descrito por Maldonade, de Carvalho e Ferreira
(2013), utilizando aliquotas do extrato das algas. Para a analise, foi preparada uma
solugao aquosa de hidroxido de sédio 0,1 M, a qual foram adicionados 2,5 g de DNS.
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Simultaneamente, outra solugdo foi preparada sob aquecimento e agitacao,
dissolvendo-se 75 g de tartarato de sodio e potassio tetra-hidratado em 125 mL de
agua destilada. As duas solugdes foram entdo misturadas e diluidas com agua
destilada até 250 mL.

O padrao de frutose foi utilizado para a construgao de uma curva de calibragao
na faixa de 0 a 1 mg/mL. Para as reagdes, foram utilizados tubos de ensaio contendo
1,0 mL das solu¢des de amostra a 1 mg/mL em proporgao de 1:1 (v/v) com 1,0 mL do
reagente DNS, realizadas em triplicata (n=3). Os tubos foram agitados e incubados
em banho-maria a 100 °C por 5 minutos. Apds resfriamento, a analise espectroscopica
foi realizada a 540 nm. Como branco da amostra, foi utilizada apenas agua destilada.
O procedimento foi repetido apds hidrélise acida, utilizando acido cloridrico e hidroxido
de sédio, em um volume de 2,0 mL em proporgéo de 1:1 (v/v), com banho-maria a 100

°C por 10 minutos.

3.2.3 Cinzas
Para determinagao das cinzas, as amostras de macroalga foram incineradas
em um forno a 550 °C por 6 h e pesadas (AOAC, 2016).

3.2.4 Determinacao de fibras

A analise foi realizada submetendo a amostra a digestdo acida com solugao de
acido sulfurico a 1,25% por 30 minutos, seguida por digestédo alcalina com solugéo de
hidroxido de sodio a 1,25% por mais 30 minutos. Em seguida, o material foi filtrado a
vacuo e o cadinho foi lavado com acetona e alcool etilico. Apés a lavagem, o cadinho
foi seco em forno por 1 hora e, posteriormente, mantido em mufla por 3 horas (AOAC,
2016).

3.2.5 Determinagao de umidade
A analise de umidade da alga foi realizada em estufa a 105°C por até 6h. Para
o calculo da umidade da alga, foi utilizada a equagao 2 (AOAC, 2016):
(m' —1t)

Umidade (%) = 100 — —— =2 _
midade (%) (m —1).100

(Eq.2)

Onde:
m = massa total do sistema (vidraria mais aliquota da amostra) no inicio do processo;

m’ = massa total do sistema (vidraria mais aliquota da amostra) no final do processo;
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t = massa da vidraria utilizada;

100 = fator percentual de célculo.

3.3 Espectrometria de absorgao e emissao atémica

Para a determinagao dos elementos cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), niquel
(Ni) e zinco (Zn) foi utilizado um espectrometro de absorgado atbmica em chama (F
AAS), enquanto que para potassio (K) e sédio (Na) um espectrébmetro de emisséo
atébmica em chama (F AES) modelo AAnalyst 200 (Perkin Elmer, Singapura), equipado
com uma lampada de catodo oco para cada analito a ser determinado (Lumina, Perkin
Elmer) e uma Iampada de arco de deutério como corretor de fundo, exceto para o Na
e K que tiveram as suas determinagdes realizadas no modo de emissao atdbmica. Além
disto, foi utilizado como gas combustivel o acetileno (Linde, Barueri, SP, Brasil) e como
gas oxidante o ar comprimido. A altura do atomizador utilizada foi de 0,5 cm e a vazéo
do gas acetileno foi de 2,5 L min-! para todos os analitos.

A decomposicdo acida seguiu o método descrito por Antunes et al. (2021), o
qual consiste em pesar aproximadamente 250 mg de amostra, diretamente nos tubos
de borossilicato. Posteriormente, foram adicionados 5,0 mL de acido nitrico (HNOs3),
acoplado o sistema de refluxo e colocado no bloco digestor a 150 °C por 2 horas. Apos
este periodo, foi adicionado 1,0 mL de peréxido de hidrogénio (H202) e a solugao
retornou ao bloco por mais 30 min a 150 °C. Ao final, as amostras foram retiradas do
bloco, deixadas esfriar, transferidas para frascos de polipropileno e aferidas a 20 mL

com agua destilada.

3.4 Analise de acidos graxos por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM)
3.4.1 Extragcao dos acidos graxos

A extracdo dos acidos graxos da biomassa algal foi realizada pelo método
adaptado de Bligh & Dyer (1959). Inicialmente, 1 g da amostra foi pesada e adicionada
a 6 mL de uma mistura de cloroférmio (2:1). Os frascos fechados foram
homogeneizados por 1 hora e, em seguida, centrifugados a 3000 rpm por 20 minutos.
O sobrenadante foi cuidadosamente recuperado com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur em um recipiente metalico previamente tarado, onde os solventes foram
completamente evaporados em uma placa de aquecimento (Corning, modelo PC-

351). O precipitado remanescente foi submetido a uma segunda extragdao com 2 mL
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de uma mistura de cloroférmio (1:2), seguida de um ciclo de ultrassom por 8 minutos
e aquecimento até a ebuli¢cao incipiente. Apds nova centrifugagao, o sobrenadante foi
evaporado no mesmo recipiente metalico. Uma terceira extracao foi realizada com 2
mL de uma mistura de cloroférmio (1:1), deixando a solugdo em repouso durante a
noite em um refrigerador. A amostra foi novamente centrifugada, e o sobrenadante foi
transferido para o recipiente metalico para a evaporagdao completa dos solventes.
Finalmente, os recipientes metalicos contendo as amostras foram pesados e o teor de

lipidios foi determinado.

3.4.2 Derivatizagao com BF3

Apds a extragdo pelo método de Bligh & Dyer (1959), foi realizada a
derivatizagao utilizando trifluoreto de boro (BF3). O extrato foi inicialmente lavado com
hexano, e 250 mg foram pesados em um balédo de fundo redondo. Em seguida, foram
adicionados 6 mL de uma solugdo metandlica de hidroxido de sodio a 2% mly,
agitando-se o baldo. O sistema foi submetido a refluxo por 5 minutos. Apos esse
periodo, foram adicionados 5 mL do derivatizante BF3/MeOH, mantendo-se o refluxo
por mais 5 minutos. Posteriormente, a solu¢do foi transferida para um funil de
separacgao, onde foram adicionados 20 mL de hexano para promover a separagao das
fases. A fase aquosa inferior foi descartada, enquanto a fase orgéanica superior foi
fitrada com sulfato de sédio anidro e coletada em um bal&do. A solucédo foi entdo
concentrada em rotaevaporador até a completa evaporacdo do solvente. Por fim, o
residuo foi lavado com 1 mL de hexano grau HPLC e transferido para um vial para

analise posterior em cromatografia gasosa.

3.4.3 Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas CG-EM

Para obtencado da composicao dos acidos graxos foi utilizado um cromatégrafo
gasoso (Shimadzu, modelo GC-2010) acoplado a um espectrdbmetro de massas
(GCMS-QP2020), equipado com uma coluna capilar de silica fundida SP 2560 (100 m
x 0,25 mm x 0,10 um). O método utilizado foi adaptado de dos Santos et al. (2021). O
volume de amostra injetado foi de 8 uL na proporgcdo de 1:50 no modo split. As
condi¢des de temperaturas de interface e da fonte de ions foram de 280 °C e 200 °C,
respectivamente. Para o injetor, foi estabelecida a temperatura de 200 °C utilizando o
gas de arraste Hélio com vazao de 3 mL/min. Enquanto para a coluna, a temperatura

inicial foi de 100 °C permanecendo por 5 min nesta condicdo. Posteriormente, a
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temperatura foi aumentada a uma taxa constante de aquecimento de 5 °C/min até 250

°C, totalizando o tempo de anélise em 55 minutos.

3.5 Extracao de fucoidanas

Inicialmente, 50 g da macroalga Durvillaea antarctica foram lavadas com 500
mL de alcool etilico absoluto sob agitagdo mecanica a temperatura ambiente por 24
horas, visando a remocéo de pigmentos, proteinas (Rioux; Turgeon; Beaulieu, 2007),
manitol e alguns sais (Foley et al., 2011). A alga resultante foi separada por
centrifugacéo e, em seguida, seca em estufa a 40 °C por 2 horas e a 50 °C por mais
1 hora.

Para a extragdo de fucoidana, seguiu-se o protocolo descrito por Yang et al.
(2021). Foram pesadas 25 g da alga previamente limpa e seca, e 250 mL de solugéo
de cloreto de calcio 0,1 mol/L foram adicionados a amostra. A mistura foi mantida sob
agitacdo constante a 65 °C por 2 horas. Apds esse periodo, o sobrenadante foi
removido e o processo de extracdo repetido. Em seguida, a solugdo foi centrifugada
e 0 sobrenadante rotaevaporado até atingir 1/10 do volume inicial. Posteriormente, a
solugao foi centrifugada novamente, e o sobrenadante obtido foi precipitado pela
adicdo de etanol em um volume quatro vezes superior. O precipitado foi entdo seco

em estufa a 40 °C em placas de Petri.

3.6 Obtencao de nanofibras pela técnica de Electrospinning
3.6.1 Preparo das solugoes

Para as formulagdes, primeiramente foram preparadas solugdes de fucoidana
em porcentagens diferentes, juntamente com o polimero zeina em uma concentragéo
constante de 30% (Wu et al., 2023), conforme Tabela 1. Apds, a fucoidana e a zeina
foram diluidas em uma solugao aquosa de acido formico 75% e mantidas em agitagao
até a solubilizagdo completa do polimero, durante 3 horas. Para a producao da fibra
controle (sem adigao de fucoidana), foi preparada uma solugéo polimérica de zeina
pura nas mesmas condi¢des ja descritas. Estas solu¢gdes foram mantidas sob agitagao

utilizando agitador magnético.



31

Tabela 1 — Fibras ultrafinas de zeina incorporadas com fucoidana

Zeina (%) Fucoidana (%)
30 0 (controle)
30 25
30 30
30 35

Fonte: Este trabalho.

3.6.2 Caracterizacao das solugoes poliméricas

As solugdes poliméricas (Figura 6-A) foram caracterizadas quanto a
viscosidade aparente e condutividade elétrica. A viscosidade aparente foi determinada
em um viscosimetro digital marte modelo MDV-5 com spindle n° 0. A condutividade
elétrica foi avaliada através de um condutivimetro (Medidor EC150 de condutividade
em pS/cm & mS/cm). Todas estas anadlises foram realizadas em triplicata e em
temperatura ambiente (£ 23 °C). Os parametros destas analises foram adaptados de
Luduvico et al., (2024).

3.6.3 Obtencao de fibras por electrospinning

Para a producao das fibras foi utilizada uma taxa de alimentacéo de 0,8 mL/h,
didametro de agulha de 0,7 mm, adaptado de Chen et al., (2021). As solugdes
poliméricas foram inseridas em seringas de 3 mL e uma bomba de infusdo com seringa
(KD Scientific, Model 100, Holliston, Inglaterra) para controle da taxa de fluxo da
solucao polimérica. O processo de eletrofiacdo foi realizado através da utilizagao de
um eletrodo positivo, conectado a uma fonte de alta tensdo com corrente continua
(INSTOR, INSES-HV30, Brasil), com uma tensao na faixa de 25 kV, ao qual estava
acoplado diretamente na ponta da agulha metalica na saida da seringa e um eletrodo
negativo foi conectado a um alvo metalico coberto com folha de aluminio posicionado
no sentido horizontal a bomba de infusdo a uma distancia de 20 a 23 cm da ponta da
agulha até o alvo, para a deposicao das fibras, onde foram coletadas, conforme pode

ser observado na Figura 6-B.
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Figura 6 — llustragédo de A) preparo das solugdes poliméricas e B) obtencdo de nanofibras

o Solugdo polimérica

Fucoid Solugdo aquosa de
[ zeina L iy formico 75%
Y

Obtengéo de nanofibras

e ]

Fonte: Este trabalho.

3.7 Técnicas de caracterizagao
3.7.1 Angulo de contato

A hidrofobicidade das fibras obtidas foi avaliada através da medi¢ao do angulo
de contato, utilizando um tensidmetro Otico Theta Lite modelo TL100 (Biolin Scientific
— Suécia) em 20 °C. As membranas foram depositas sobre laminas de vidro e 10 uL
de agua destilada foi depositada sobre a amostra em triplicata na fibra (em lugares
diferentes da mesma membrana), conforme metodologia de Prietto et al., (2017).
Foram observados o tempo inicial, apoés 30 e 60 segundos do depdsito da agua. Os
trés momentos foram registrados em camera digital no modo de 6 FPS (quadros por

segundo). Para aquisi¢ao dos dados, foi utilizado o software OneAttension.

3.7.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Para identificagdo dos grupos funcionais dos materiais, foi realizada a analise
de IR-TF. Para esta analise, foi utilizado um espectrdmetro de infravermelho
Shimadzu, modelo SPIRIT, combinado com Reflectancia Total Atenuada (ATR). Foram
realizadas varreduras na faixa espectral de 400 a 4000 cm-' a uma resolugéo de 4 cm-

e 45 scans.
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3.7.3 Difragao de Raio-X

Para analisar a estrutura cristalina dos materiais, foi realizada a analise de
Difracdo de Raio-X. Para isso, as amostras solidas foram introduzidas em um
difratbmetro de Raio-X (Shimadzu, modelo XRD-6000), e analises foram realizadas

no intervalo 26 (10° a 50°) com velocidade de varredura de 0,5°/min.

3.7.4 Morfologia e distribuicao de tamanho

A morfologia das fibras obtidas foi avaliada por meio da técnica de microscopia
eletrénica de varredura (MEV) (Jeol, JSM - 6610LV, EUA). Uma parte do material foi
adicionada em um stub, por meio de fita dupla-face e, recoberta com ouro por meio
de um metalizador (Sputtering, Denton Vacuum Desk V, EUA), e sua analise foi
realizada com uma aceleracéo de tensao de 10 kV. O didametro médio e a distribuicdo
do tamanho das fibras foram analisados a partir da medicao aleatoéria de 80 fibras por

meio do software Imaged (versao 2015, EUA), através das imagens obtidas do MEV.

3.7.5 Analise estatistica
Os dados referentes a analise fisico-quimica da biomassa de Durvillaea

antarctica foram analisados com estatistica descritiva, utilizando média + desvio
padrao. A normalidade dos dados foi confirmada com o teste de Shapiro Wilk. ANOVA
e teste de Tukey (p < 0,05) foram escolhidos para a analise estatistica dos parametros
de viscosidade, condutividade e angulo de contato. Essas analises estatisticas foram
executadas com o software Statistix 8 (Analytical Software 2003; Tallahassee, FL,
EUA).

3.8 Citotoxicidade
3.8.1 Cultura celular

As células L929, fibroblastos derivados do tecido conjuntivo subcutaneo de
camundongos, foram obtidas da American Type Cell Collection (Rockville, MD, EUA).
Estas foram cultivadas em frascos de cultura e mantidas em meio de Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM) contendo penicilina/estreptomicina (100 U/L) e fungizona
(0,1%), suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS; pH 7,4). As células

foram mantidas em uma incubadora umidificada com 5% de CO2 a 37 °C.
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3.8.2 Tratamento celular

As amostras das nanofibras foram inicialmente dissolvidas em dimetilsulfoxido
(DMSO) e depois diluidas em DMEM suplementado com 10% de FBS (pH 7,4) para
atingir concentragdes finais de fucoidana e zeina de 10, 50, 100 e 200 pg/mL,
conforme metodologia de Ahmad et al. (2021). Para os ensaios de citotoxicidade, a
linhagem celular de fibroblastos de camundongo L929 foi semeada em uma placa de
96 pocos a 5x102 células/pogo e tratada por 24 e 48 horas. As células expostas ao

DMSO (concentragéo final de 0,05%) serviram como controles.

3.8.3 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada usando o método de brometo de 3(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazdlio (MTT), que consiste na capacidade das células
de reduzir o sal de MTT em cristais de formazam por desidrogenases mitocondriais
(Mosmann, 1983). As culturas foram lavadas com tampao sem calcio e magnésio
(CMF) e incubadas com solugdo de MTT (0,5 mg/mL por pogo) a 37 °C em uma
atmosfera umidificada de 5% de CO2 por 90 minutos. Em seguida, o meio foi removido
e os cristais de formazan foram diluidos em DMSO. Por fim, a densidade 6ptica (DO)
foi medida a 492 nm usando um leitor de microplacas (SpectraMAX 190). Os
resultados foram calculados usando o software GraphPad Prism 8.0 (Prism GraphPad
Software, San Diego, EUA) e expressos como a porcentagem do controle usando a
seguinte férmula: Taxa de viabilidade celular (%) = (DO das células tratadas/DO do

controle) x 100%.

3.8.4 Ensaio de proliferagao celular

A proliferacéo celular foi quantificada usando o ensaio de sulforodamina B
(SRB), que mede o conteudo de proteina celular (Pauwels et al., 2003). Inicialmente,
as culturas foram lavadas e fixadas em TCA 50% por 45 minutos a 4 °C. Em seguida,
as culturas foram lavadas cinco vezes com agua destilada. Posteriormente, foi
adicionado 0,4% de SRB, e as culturas foram incubadas no escuro em temperatura
ambiente por 30 minutos. As células foram entdo lavadas cinco vezes com acido
acético a 1% para remover o corante ndo complexado das proteinas, e o SRB foi
eluido com Tris 10 mM. A DO foi medida a 530 nm usando um leitor de microplacas
(SpectraMax190). Os dados foram calculados com o software Prism 5.0 (Prism

GraphPad Software, San Diego, EUA) e expressos como porcentagem do controle



35

com a seguinte férmula: Taxa de proliferagdo celular (%) = (DO das células
tratadas/DO do controle) x 100%.

3.8.5 Analise estatistica

A andlise estatistica dos ensaios de citotoxicidade foi realizada usando ANOVA
unidirecional seguida pelo teste post hoc de Tukey, quando apropriado. Os resultados
sdo expressos como a media + erro padrao da média. As diferencas foram
consideradas significativas com P < 0,05 usando o software GraphPad Prism 8.0
(Prism GraphPad Software, San Diego, EUA).

4. Resultados e discussao
4.1 Analise fisico-quimica da Durvillaea antarctica

A Tabela 2 apresenta a composi¢cao nutricional da alga marinha em estudo. A
umidade foi determinada apds os processos de lavagem, trituragdo e secagem em
estufa. O teor de umidade encontrado, de 14,22%, é superior ao reportado por
Caballero e Olivares (2021) para Durvillaea antarctica, que foi de 8,15%. O teor de
lipideos, determinado apds a extragao pelo método de Bligh & Dyer, foi de 0,74% em
peso seco, conforme apresentado na Tabela 2. Esse valor esta em concordancia com
outros estudos reportados na literatura (Ortiz et al., 2006; Caballero; Olivares, 2021).
O teor de proteina determinado no presente estudo foi de 6,8% em peso seco, um
valor inferior ao reportado por Ortiz et al., (2006) e Caballero e Olivares (2021), que
encontraram valores entre 10,4% e 11,6% em peso seco para a fragao proteica de
Durvillaea antarctica. No entanto, € sabido que o teor de proteina em algas marrons
geralmente varia entre 5% e 15%. Além disso, fatores como o grau de maturidade, a
localizagédo e a época de coleta influenciam diretamente esses valores (Mateluna et
al., 2020).
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Tabela 2 — Composigéo fisico-quimica da macroalga Durvillaea Antarctica

Nutrientes Percentual (%)
Umidade 14,22 + 0,17
Lipideos 0,74+0,11
Proteina 6,80+ 1,35

Carboidratos 57,00 £ 0,20
Cinzas 20,09 £ 0,10
Fibras 1,16 £ 0,15

Nota: Média + desvio padrao (n=3).
Fonte: Este trabalho.

Os carboidratos foram os nutrientes mais abundantes em Durvillaea antarctica,
representando 57% do peso seco (Tabela 2). Segundo Caballero e Olivares (2021), o
teor de polissacarideos em macroalgas pode variar de 4% a 76% em peso seco,
dependendo da estagdo do ano e da espécie. Polissacarideos como agar, alginato e
carragenana, extraidos de macroalgas, correspondem a mais de 50% do mercado
global de hidrocoloides (Caballero; Olivares, 2021). Entre os carboidratos, as
fucoidanas destacam-se como polissacarideos sulfatados presentes na parede celular
de algas marrons, compostas por L-fucose e grupos sulfato (Yang et al., 2021). A
busca por biomassas ricas em hidrocoloides como a fucoidana deve-se as suas
propriedades tecnoldgicas, como a formagao de hidrogeis, que podem ser utilizadas
como agentes espessantes, gelificantes ou formadores de filme em revestimentos
farmacéuticos e embalagens (Caballero; Olivares, 2021). O teor de cinzas encontrado
foi de 20,09% em base seca, valor semelhante ao reportado em outros estudos (Ortiz
et al., 2006; Caballero; Olivares, 2021). Por outro lado, o teor de fibra bruta foi inferior
aos valores previamente reportados, que variam de 3,11% a 4,22% (Uribe et al., 2019).
Sabe-se que a composi¢ao nutricional das algas varia significativamente conforme a
epoca de colheita. Por exemplo, macroalgas coletadas na primavera apresentam
maior teor de proteinas e cinzas, enquanto as coletadas no verao apresentam niveis
mais altos de lipideos e fibras. No inverno, observa-se maior propor¢cao de
carboidratos (Mansilla; Avila, 2011).

Os resultados dos elementos encontrados na alga podem ser observados na
Tabela 3. Em ordem decrescente as concentragdes obtidas na alga Durvillaea
antarctica foram Na>K>Fe>Zn>Ni>Cr. O Cu apresentou concentrag¢ao abaixo do limite

de detecgdo do método (<2,8 mg.kg'). O Cr é um elemento necessario para
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organismos em pequenas quantidades. Sua alta concentragdo em agua e no solo
pode provocar inumeros efeitos toxicos fisiolégicos, morfolégicos e bioquimicos nas
plantas e representar sérios riscos a saude humana por meio das cadeias alimentares
(Shahid et al., 2017). Enquanto o Cr (lll) &€ a espécie mais estavel e menos toxica, o
Cr (VI) altamente soluvel em agua é considerado altamente téxico e mutagénico,
atravessando prontamente a membrana das células eucaridticas e procarioticas e
gerando radicais livres com estresse oxidativo (Zou et al., 2020).

O Ni apresentou baixa concentragao e em pequenas quantidades é essencial
para algumas enzimas, mas em concentragdes maiores pode ser téxico, afetando a
saude humana, causando disturbios renais e pulmonares, dermatites e danos
gastrointestinais (Guarin-Romero et al., 2019). O Zn e o Fe apresentaram-se em
pequenas concentracbes na alga. S&o micronutrientes essenciais em muitos
organismos vivos, incluindo algas, uma vez que participam da atividade enzimatica e
de outras fungdes bioldgicas como regulacdo do crescimento, fotossintese e
reproducado (Chugh et al., 2022). As algas marrons sado as mais eficientes na
bioadsor¢ado de metais, uma vez que suas paredes celulares sio ricas em alginatos,
0s quais tém alta afinidade por cations divalentes e os polissacarideos sulfatados
explicam a absorgao de cations trivalente (Cid et al., 2015).

Ja Na e K foram os elementos que apresentaram as maiores concentracdes
nessa alga. Estudos mostram que essas algas podem conter concentragbes muito
altas de K em suas células, frequentemente superiores a 20.000 mg.kg-! de peso seco.
Isso reflete a necessidade desse elemento para a manutengao da atividade fisiolégica
em ambientes marinhos. Em comparacdo com algas verdes e vermelhas, as algas
marrons costumam ter uma maior capacidade de acumular K, o que esta relacionado
ao seu ambiente natural, uma vez que a regulagdo osmoética € critica para a
sobrevivéncia (Chi et al., 2022; Meng et al., 2022). O Na é outro elemento importante
nas algas pois participa do transporte ativo de nutrientes e outros ions através das
membranas celulares. Muitas proteinas de membrana, como bombas de Na, ajudam
a manter os gradientes eletroquimicos que sdo necessarios para o transporte de
outros nutrientes, como nitrato e fosfato, para dentro das células. Em sinergia com o
K, o Na ajuda a manter o equilibrio idnico interno das células, essencial para a

sobrevivéncia das algas em ambientes de alta salinidade (Chugh et al., 2022).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720317320?casa_token=t5Gj-nURD4cAAAAA:OLxOobNXwb_nJGVf1NZ0Q4VCmPzc-id-imENTAr8js8SYY08rtV6RmQEzeSgwEmBevNJO7qguQ#bb0165
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/prokaryotic-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/free-radical
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oxidative-stress
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Tabela 3 — Concentragdes dos elementos presentes na alga Durvillaea antarctica

Metais Durvillaea antarctica (mg.kg™?)

Cr 4,18 £ 0,27

Cu <LD

Fe 205+1,1

K 23,836 + 1,408

Na 42,664 + 2,568

Ni 6,11+ 0,31

Zn 9,81 +0,85

Nota: <LD é equivalente a abaixo do limite de detecgdo. Média + desvio padrao (n=3).
Fonte: Este trabalho.

O cromatograma dos acidos graxos pode ser observado na Figura 7, com os
componentes descritos na Tabela 4. A analise por CG-EM revelou uma predominancia
de 4&cidos graxos poli-insaturados na composicdo da Durvillaeca antarctica. As
condicbes ambientais extremas da regiao subantartica, como baixa temperatura da
agua, disponibilidade limitada de nutrientes, alta exposi¢cdo a radiagao ultravioleta,
variagdes no fotoperiodo e elevada salinidade, promovem o desenvolvimento de
estratégias de adaptacgao, alterando a composi¢céo bioquimica da alga (Berneira et al.,
2021). A ativacdo de metabdlitos secundarios nessas macroalgas resulta em um
aumento na producgao de lipidios, esterois, polissacarideos, aminoacidos, flavonoides
e terpenoides (Berneira et al., 2021).

Os acidos graxos saturados identificados foram miristico, palmitico e estearico,
corroborando estudos anteriores realizados com algas coletadas na regido do Chile
(dos Santos et al., 2019; Filho et al., 2023). Entre os acidos graxos poli-insaturados
encontrados estdo os acidos docosapentaenoico, linoleico, araquidénico e
eicosapentaenoico, em concordancia com relatos prévios (dos Santos et al., 2021). A
alta concentracao de acidos graxos poli-insaturados contribui para a estabilidade das
membranas celulares em baixas temperaturas (de Carvalho; Caramujo, 2018). Além
disso, fatores como a exposi¢ao a radiagao solar e o estresse hiperosmaético podem
influenciar a variagdo na concentragdo desses acidos graxos (Kumar; Sengar; Sabhi,
2014).



Figura 7 — Cromatograma dos acidos graxos da alga Durvillaea antarctica
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Tabela 4 — Acidos graxos encontrados na alga Durvillaea antarctica

T 7 T T
450 475 50,0 525

Pico Compostos Tempo de retencdo Classificacao
(min)
1 Acido miristico 20,319 Saturado
2 Acido palmitoleico 26,197 Monoinsaturado
3 Acido palmitico 26,915 Saturado
4 Acido 31,743 Poli-insaturado
docosapentaenoico
5 Acido linoleico 32,045 Poli-insaturado
6 Acido elaidico 32,245 Monoinsaturado
7 Acido estearico 33,043 Saturado
8 Acido araquiddnico 36,749 Poli-insaturado
9 Acido 36,935 Poli-insaturado

eicosapentaenoico

Fonte: Este trabalho.

A classe de acidos graxos poli-insaturados (PUFA) de grande interesse para a

saude humana € a de dmega-3 essencial, nesse caso, representado pelo acido

linoleico, que nao é sintetizado pelos organismos humanos (dos Santos et al., 2017).

Além disso, estudos sobre essa classe de PUFA mostram que eles podem estar

relacionados com a redugao do risco de doengas cardiacas (Hammad; Pu; Jones,

2016) e cancer (Haycock et al., 2023). Por fim, o acido graxo monoinsaturado
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encontrado foi o acido palmitoleico e acido graxo trans encontrado foi o elaidico,
isdbmero do acido graxo oleico.

Todos os acidos graxos encontrados na Durvillaea antarctica sédo de extrema
relevancia. Dentre suas principais propriedades é possivel citar que o acido miristico,
o qual é utilizado na sintese de compostos lipidicos e é importante na modificacdo de
proteinas para ancora-las na membrana celular (Javid et al., 2020). O acido
palmitoleico tem sido reconhecido por seu papel potencial na regulagdo de doencgas
metabdlicas, como diabetes e doencgas cardiovasculares. Além disso, ele atua como
uma lipocina, regulando processos metabdlicos como a sensibilidade a insulina
(Bermudéz et al., 2022).

O &acido palmitico é o acido graxo saturado mais comum no corpo humano e
estd envolvido em fungdes fisioldgicas cruciais, incluindo a manutengdo das
propriedades fisicas das membranas celulares (Carta et al., 2017). O acido linoleico
desempenha um papel essencial na saude cardiovascular. Estudos mostram que
dietas ricas em acidos graxos poli-insaturados, como o linoleico, podem reduzir o
conteudo de acidos graxos saturados no soro, contribuindo para uma melhor saude
metabdlica (Naughton et al., 2016). O acido docosapentaenoico € um acido graxo
Omega-3 que tem sido estudado por suas propriedades anti-inflamatérias e sua
contribui¢do para a saude cardiovascular (Watanabe; Tatsuno, 2021).

O acido elaidico é um acido graxo trans, cuja presencga no soro tende a diminuir
com a perda de peso significativa, como observado apds cirurgias bariatricas
(Wrzosek et al., 2022). O acido estearico € um acido graxo saturado que,
diferentemente de outros acidos graxos saturados, pode ter menos impacto negativo
na saude cardiovascular. Estudos sugerem que ele pode ser convertido em acido
oleico no organismo, o que pode mitigar potenciais efeitos adversos (van Rooijen;
Mensink, 2020). O acido araquidénico € um precursor importante de eicosanoides,
que sao mediadores inflamatoérios no corpo. Ele desempenha um papel essencial na
resposta inflamatéria e em varias fungdes fisioldgicas, mas seu excesso pode estar
associado a processos inflamatérios exacerbados (Denisenjo et al., 2015). O acido
eicosapentaenoico (EPA) este acido graxo 6mega-3 € amplamente estudado por suas
propriedades anti-inflamatérias e seu papel na prevengdo de doencas
cardiovasculares. O EPA é essencial na produgdo de resolvinas, compostos que

possuem atividade anti-inflamatéria (Watanabe; Tatsuno, 2021).
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4.2 Extracao da fucoidana

A partir de 25 gramas de Durvillaea antarctica, foi obtido um rendimento de
5,08%, o que esta de acordo com o valor previamente relatado por Yang et al. (2021),
que encontraram um rendimento de 5,9% para a mesma alga. Esse resultado também
€ consistente com o observado por Li et al. (2021), que relataram que a porcentagem
de fucoidanas em algas marrons varia entre 3,94% e 28,3%. Considerando o baixo
rendimento obtido, a extracdo de fucoidana nao seria viavel para a producédo de
nanofibras em escala significativa. Para contornar essa limitagdo, foi adquirida
fucoidana comercial da Sigma-Aldrich®, permitindo a continuidade da producao de

nanofibras na préxima etapa do estudo.

4.3 Técnicas de caracterizagcao
4.3.1 Caracterizagao das solugoes poliméricas viscosidade e condutividade

A escolha do solvente é essencial para determinar a solubilidade do material, a
viscoelasticidade, a condutividade elétrica e a capacidade de eletrofiagdo da solucéo,
além de influenciar a produtividade e a morfologia das nanofibras (Luduvico et al.,
2024). A literatura também aponta que a viscosidade e a concentragdo do polimero
sao diretamente proporcionais, sendo fatores cruciais na formacgao de fibras durante
a eletrofiacao (Li et al., 2021). Nesse contexto, foi observado que a incorporagao de
fucoidana aumentou a viscosidade aparente das solu¢des poliméricas (Tabela 5). Com
excecao da fibra contendo 30% de zeina + 35% de fucoidana, que apresentou uma
viscosidade menor em comparacgao as outras fibras, mas ainda superior a do controle
contendo apenas zeina. As fibras com 30% de zeina + 25% de fucoidana e 30% de
zeina + 30% de fucoidana apresentaram viscosidades semelhantes, com médias
estatisticamente n&o significativas entre si. Ambas diferiram estatisticamente (p <
0,05) das demais solugdes. A partir disso, & possivel observar que as concentragdes
de 25% e 30% de fucoidana foram as ideais para alcangar a viscosidade adequada a

eletrofiagéo.



42

Tabela 5 — Viscosidade das solu¢des poliméricas de 30% (p/v) de zeina com fucoidana (0, 25, 30, e
35% p/p)

Tratamento Viscosidade (mPa/s)
Zeina 30% (controle) 4,65 + 0,28°
Zeina 30% + 25% Fucoidana 15,34 + 0,442
Zeina 30% + 30% Fucoidana 15,16 £ 0,562
Zeina 30% + 35% Fucoidana 11,93 + 0,07

Nota: As letras a, b e ¢ indicam significancia estatistica (p < 0,05). Média + desvio padrao (n=3).
Fonte: Este trabalho.

A condutividade reflete a densidade e a repulsdo das cargas na superficie do
jato durante a eletrofiagdo, sendo responsavel pelo grau de alongamento e
estiramento do jato devido a maior instabilidade de chicoteamento (Xue et al., 2019).
Esse parametro ¢é influenciado principalmente pelo tipo de polimero, solvente e pela
presenga de sais ionizaveis (Figen, 2020). Além disso, a condutividade elétrica
impacta a passagem da carga elétrica pela solugéo. Este parametro, em conjunto com
a viscosidade, a tensao superficial e a tensao aplicada, estao fortemente relacionadas
a formagao do cone de Taylor (Bonakdar; Rodrigue, 2024).

Na Tabela 6, observam-se os resultados de condutividade elétrica para as
diferentes formulag¢des de zeina e fucoidana. A adicdo de 25% e 35% de fucoidana a
solugdo aumentou a condutividade, enquanto a adicdo de 30% resultou em uma
diminuigédo desse valor. Embora a solugéo contendo 30% de zeina + 35% de fucoidana
tenha exibido alta condutividade e uma viscosidade de 11,93 + 0,07, n&o foi possivel
eletrofia-la. Isso ocorre porque uma condutividade elevada pode reduzir o raio de
curvatura do cone de Taylor, dificultando o inicio da instabilidade de flexdo e,
consequentemente, o processo de eletrofiagcdo (Xue et al., 2019). Dessa forma,

apenas os dados referentes aos demais tratamentos serdao apresentados e discutidos.

Tabela 6 — Condutividade elétrica das solucdes poliméricas de 30% (p/v) de zeina com fucoidana (0O,
25, 30, e 35% p/p)

Tratamento Condutividade (ps/cm)
Zeina 30% (controle) 8,31 £ 0,14¢
Zeina 30% + 25% Fucoidana 8,57 + 0,07
Zeina 30% + 30% Fucoidana 7,82 + 0,024
Zeina 30% + 35% Fucoidana 8,99 + 0,122

Nota: As letras a, b e ¢ indicam significancia estatistica (p < 0,05). Média + desvio padrao (n=3).
Fonte: Este trabalho.
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4.3.2 Angulo de contato

Os angulos de contato das fibras ultrafinas de zeina com fucoidana estao
apresentados na Figura 8 e na Tabela 7. A molhabilidade das fibras ultrafinas foi
avaliada no momento inicial do contato da gota de agua com a fibra, e apos 30 e 60
segundos. Entre os tratamentos analisados, observou-se que a maior porcentagem

de fucoidana nas fibras resultou em uma reducao da hidrofilicidade.

Figura 8 — Angulo de contato das fibras A) 30% zeina (controle) B) 30% zeina + 25% fucoidana e C)
30+ zeina + 30% fucoidana
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Fonte: Este trabalho.
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Na nanofibra controle (30% zeina) é possivel observar que houve uma
diferencga estatistica significativa (p<0,05) nos 3 diferentes tempos analisados (0, 30 e
60 segundos). Enquanto que nas fibras com 30% zeina + 25% fucoidana e 30% zeina
+ 30% fucoidana, ndo houve diferenga estatistica significativa (p>0,05) nos tempos de
30 e 60 segundos. O maior angulo de contato encontrado foi do tratamento da fibra
controle com 30% de zeina, apresentando um valor inicial de 60,69°, mas também foi
a que apresentou o menor valor final, sendo de 12,42°, sendo este o mais hidrofilico.
Apods 60 segundos de contato com a fibra, observou-se redugao da hidrofilicidade para
as fibras que continham fucoidana nas concentragbes de 25% e 30%. Entretanto,
apesar da diminuigao, as mesmas ainda apresentaram carater hidrofilico.

A hidrofilicidade de uma superficie € determinada pelo angulo de contato:
quando o angulo € menor que 90° a superficie € considerada hidrofilica; valores
superiores a 90° indicam uma superficie hidrofébica (Yalcinkaya et al., 2017).
Superficies produzidas por nanofibras apresentam maior capacidade de adsorgao
celular devido as suas proporgdes, em comparagdo com superficies formadas por
fibras convencionais (Tiyek et al., 2019). Nanofibras obtidas por eletrofiagdo, com sua
grande area superficial e configuragcao altamente porosa, oferecem excelente adeséao
e proliferacdo de células da pele, como fibroblastos e queratindcitos. Essas
caracteristicas favorecem a secregcdo de componentes essenciais da matriz
extracelular, como colageno e fatores de crescimento, promovendo a sintese de novas
matrizes extracelulares naturais e o reparo de tecidos danificados (Kenry; Lim, 2017).
Tendo em vista os resultados apresentados, € possivel observar que as nanofibras
apresentaram uma caracteristica hidrofilica, os quais podem ser Uteis para a adeséao

e a proliferagao celular (Wang et al., 2017).

Tabela 7 — Angulo de contato das fibras ultrafinas de zeina com diferentes concentracdes de

fucoidana apés 0, 30 e 60 segundos de contato da membrana com a agua

Fibras Angulo de contato (°)
0 (s) 30 (s) 60 (s)
Zeina 30% (controle) 60,69 + 0,692 18,14 +4,30° 12,42 +2,88°¢

Zeina 30% + 25% Fucoidana 57,13 + 3,092 32,87 +4,08° 32,41 +3,91°
Zeina 30% + 30% Fucoidana 51,61 + 3,242 33,56 + 3,48" 32,53 + 3,54
Nota: As letras a, b e ¢ indicam significancia estatistica (p < 0,05). Esta analise estatistica foi realizada

para os diferentes tempos de cada fibra. Média + desvio padrao (n=3).
Fonte: Este trabalho.
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4.3.4 Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(IR-TF)

Na Figura 9, sdo apresentados os espectros de IR-TF-ATR dos materiais de
partida e das fibras. O espectro da zeina exibiu bandas caracteristicas associadas as
amidas |, Il e lll, com picos em 1642 cm™ para o alongamento C=0, 1526 cm™ para
a flexdo N-H e 1224 cm™ para o alongamento C-N, respectivamente. Além disso, a
banda em 3308 cm™ corresponde ao estiramento do grupo -NH, na zeina (Ali et al.,
2014). O espectro da fucoidana mostrou bandas na regidao de 3500 cm™ a 2900 cm™,
sendo a primeira indicativa de uma ligacdo O-H e a segunda de uma ligagdo C-H.
Outra banda foi observada em torno de 1600 cm™, relacionada a grupos carbonila
presentes no acido urénico. A banda entre 1220-1230 cm™ é atribuida a ligagao S=0,
sugerindo a presenca de sulfato. A regiao de 1000-1100 cm™ representa a ligagao C-
O dos polissacarideos (Yuan; Macquarrie, 2015), enquanto uma banda em torno de
840 cm™ indica a flexdo C-O-S (Chen et al., 2021). As mesmas bandas foram
observadas tanto na fucoidana extraida quanto na fucoidana comercial, indicando
assim a extragdo bem sucedida da mesma. Nas fibras 30% zeina + 25% fucoidana e
30% zeina + 30% fucoidana, foram detectadas bandas referentes a ambos os
compostos. Ja na fibra controle contendo 30% de zeina, foram identificadas bandas

caracteristicas da zeina.

Figura 9 — IR-TF-ATR dos materiais de partida (zeina e fucoidana comercial), fucoidana extraida,
nanofibras 30% zeina (controle), 30% zeina + 25% fucoidana e 30% zeina + 30% fucoidana
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Fonte: Este trabalho.
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4.3.7 Difragao de Raio-X

Na Figura 10 é possivel observar os espectros de DRX. A fucoidana comercial
e extraida exibiram picos em 31 ° e 45 °, apresentando baixa cristalinidade geral, o
que sugere que se trata de um polimero semicristalino, o que é consistente com o
relatado anteriormente por Saravana et al. (2016). A zeina demonstrou um padrao de
fundo difuso com um halo de difragdo, indicando um estado amorfo, similar ao
reportado por Miri et al. (2020). Com relagdo as nanofibras, os difratogramas
demonstraram que o processo de eletrofiacdo ndo resultou em um aumento da
cristalinidade, levando a uma morfologia amorfa em todas as concentragdes utilizadas
(Zhang et al., 2017).

Figura 10 — Difratogramas de Raio-X dos materiais de partida (zeina e fucoidana comercial), fucoidana
extraida, nanofibras 30% zeina (controle), 30% zeina + 25% fucoidana e 30% zeina + 30% fucoidana
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Fonte: Este trabalho.

4.3.8 MEV e Distribuicao de tamanho

As morfologias e os didmetros médios das fibras de zeina controle, a
incorporada com 25% fucoidana e a incorporada com 30% fucoidana estédo
apresentadas na Figura 11. Sabe-se que os parametros da solugdo, como
viscosidade, condutividade elétrica e tensdo superficial, afetam diretamente as
dimensdes e a morfologia da fibra (Santos et al., 2014). Além disso, o diametro das

nanofibras também pode afetar a liberagdo de medicamentos, modular a adeséao
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celular, a migracédo, a proliferacdo, a diferenciacdo, a absorcdo de siRNA e o
silenciamento de genes, bem como até mesmo o reparo e a regeneragao de tecidos
(Chen et al., 2021).

Conforme ilustrado na Figura 11, em relagao a morfologia, foi possivel observar
que a fibra controle (Figura 11A) apresentou a presenga de particulas no formato de
capsulas (Luduvico et al., 2024), com distribuicdo de tamanho amplamente disperso,
com tamanho médio de 540 + 130, enquanto que as nanofibras incorporadas com
25% e 30% fucoidana apresentaram formato de fita (Mercante; Cérrea, 2023), com
tamanho médio de 234 + 54 nm e 276 + 54 nm, respectivamente. A adi¢cdo de
fucoidana aumentou a viscosidade da solugdo, quando comparada com a nanofibra
controle, o que aumentou o emaranhamento das cadeias entre as estruturas
poliméricas. Esse emaranhamento supera a tensao superficial na ponta do capilar e
resulta em nanofibras uniformes com didmetros menores (Haider et al., 2013). O
mesmo foi reportado por Puigmal et al., (2023), onde a adi¢ao de fucoidana também
reduziu o didmetro das nanofibras. A viscosidade também esta intimamente ligada
com a morfologia das fibras, conforme relatado por Kayaci e Uyar (2012), uma baixa
viscosidade resulta em uma morfologia esférica. Com o aumento da viscosidade,
ocorre o aumento do emaranhado da cadeia polimérica e essas esferas sao
eliminadas. Dessa forma, o jato polimérico € completamente esticado e as nanofibras
sdo formadas em formato de fita (Kayaci; Uyar, 2012). Portanto, é possivel observar
que a adicdo de fucoidana na solugdo polimérica melhorou significativamente a
morfologia das fibras, alterando-as para o formato de fita, assim como reduziu o
diametro das mesmas, quando comparadas com a fibra controle, o que torna o estudo
de sua atividade bioldgica viavel, tendo em vista que ja foi relatado na literatura que
fibras menores que 100 nm apresentaram respostas toxicas in vitro (Tammina et al.,
2017).
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Figura 11 — Morfologias das fibras ultrafinas com 30% de zeina e sua respectiva distribuicdo de
tamanho: fibra de zeina 30% e 0% de fucoidana (controle) (a-b), fibra de zeina 30% e com 25% de

fucoidana (c-d) e fibra de zeina 30% e com 30% de fucoidana (e-f). Amplitude de 1000x
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Fonte: Este trabalho.

4.3.9 Citotoxicidade

A toxicidade e a biocompatibilidade das nanofibras sdo preocupacgdes
importantes antes de prosseguir com o estudo in vivo. Tendo em vista que a futura
aplicacao das nanofibras € como adesivo cicatrizante para pele, a fim de viabilizar
esta aplicagdo, para os ensaios de citotoxicidade foi utilizada uma linhagem de
fibroblastos advindos de origem subcutanea. Com isso, para avaliar a citotoxicidade
das fibras obtidas, foram realizados dois ensaios, o ensaio de MTT para avaliar a
atividade mitocondrial, corando as células que estdo metabolicamente ativas. Este
teste € centrado na produgdo metabdlica de NAD(P)H, que é usado como um
marcador substituto para morte celular, atividade citostatica ou inibicdo metabdlica por

compostos de teste (Stockert et al., 2018). Também foi realizado o ensaio de SRB, o
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qual cora as proteinas celulares, sendo utilizado como uma analise de
proliferagao celular (Vajrabhaya; Korsuwannawong, 2018). Inicialmente, foi avaliada a
toxicidade da fibra controle contendo apenas zeina nos tempos de 24 e 48h. Na Figura
12, é possivel observar que ndao houve nenhuma diferenga estatistica quando
comparado as células controle em ambos os testes em nenhuma das concentragdes

testadas.

Figura 12 — Analise de MTT da fibra 30% zeina (controle) em A) 24h e B) 48h. Anélise de MTT da fibra
30% zeina (controle) em C) 24h e D) 48h
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Fonte: Este trabalho.

Apos descartar uma possivel toxicidade advinda da zeina, para avaliar o efeito
citotoxico das fibras contendo fucoidana, fibroblastos de camundongo L929 foram
expostos a fibras contendo 30% zeina e 0% (controle), 25% e 30% de fucoidana em
concentragdes de 10, 50, 100 e 200 pg/mL por 24 e 48 horas. Os resultados obtidos
indicam que as fibras ndo alteram a viabilidade (Figura 13) ou a proliferacao celular
(Figura 14), sugerindo um efeito n&o citotdxico significativo em fibroblastos saudaveis.
Tais resultados estdo de acordo com o reportado anteriormente por Ahmad e
colaboradores (2021), os quais reportaram que extratos contendo fucoidana nas
mesmas concentragcdes utilizadas neste trabalho n&o apresentaram sinais de

citotoxicidade nas células de macrofagos humanos apds a incubagao de 24 e 48 h.
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Figura 13 — Analise de MTT das fibras 30% zeina (controle), 30% zeina+ 25% fucoidana e 30% zeina
+ 30% fucoidana em A) 24h e B) 48h.
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Figura 14 — Andlise de SRB das fibras 30% zeina (controle), 30% zeina+ 25% fucoidana e 30% zeina
+ 30% fucoidana em A) 24h e B) 48h.
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Conforme relatado por Senni et al., (2006), as fucoidanas tém o potencial de
aumentar a proliferagdo de fibroblastos dérmicos e a deposi¢cao de colageno (Senni
et al., 2006). Além disso, Hao e colaboradores (2020), relataram que a adi¢cdo de
fucoidana em esponjas biomultifuncionais apresentou grande potencial como
curativos para a terapia de reparo de pele de espessura total (Hao et al., 2020). Tendo
isso em vista e considerando os resultados obtidos com os ensaios de viabilidade e
proliferacao celular, € possivel concluir que os estudos citotdéxicos das nanofibras de
zeina e fucoidana sao viaveis. Dessa forma, os resultados obtidos corroboram com a
futura aplicagao das nanofibras de zeina e fucoidana para promover a cicatrizagao de

feridas.

5. Consideragoes finais

Esta dissertagdo abordou a extragcdo de fucoidanas da alga Durvillaca
antarctica e a obtencao de nanofibras contendo fucoidana e zeina nas concentracoes
de zeina 30% (controle), 30% zeina + 25% fucoidana e 30% zeina + 30% fucoidana.
Devido ao baixo rendimento da extragao, foi necessario utilizar fucoidana comercial
para viabilizar a producao das nanofibras. Os resultados mostraram que as fibras
apresentaram comportamento hidrofilico, como evidenciado pela analise do angulo de
contato, uma caracteristica promissora para adesao e proliferagao celular. Além disso,
a adicdo de fucoidana a solugado polimérica de zeina e acido formico reduziu o
diametro das nanofibras de 540 + 130 nm em relagao a fibra controle, reduzindo para
234 + 54 nm e 276 £ 54 nm, indicando o potencial para estudos biolégicos pois fibras
menores que 100 nm apresentaram respostas toxicas in vitro. Além disso, a adigéo de
fucoidana também aprimorou a morfologia das fibras, pois com o aumento da
viscosidade da solugao polimérica, ocorreu um aumento do emaranhado da cadeia
polimérica e as esferas foram eliminadas, transformando-as em uma morfologia no
formato de fita. Dessa forma, as nanofibras mostram-se viaveis para um futuro estudo

da aplicacao biotecnolégica como adesivos cicatrizantes para pele humana.
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FIBRAS ULTRAFINAS PRODUZIDAS COM FUCOIDANA E ZEINA
POR ELECTROSPINNING

RESUMO

A presente invencdo pertence a categoria A61K36/00 de acordo
com a Classificacdo Internacional de Patentes e refere-se ao
desenvolvimento de fibras ultrafinas a partir de solucdes
poliméricas de zeina adicionadas de fucoidana advindas de
alga marrom por electrospinning. Foram produzidas solucgdes
poliméricas de zeina 30% (p/v) e fucoidana (0%, 25%, 30% e
35%) em &4cido férmico 75%, as quais tiveram a condutividade
elétrica e viscosidade analisadas. As fibras foram avaliadas
quanto a estabilidade térmica, morfologia, distribuicdo de
tamanho, molhabilidade e caracterizacdo por espectroscopia
no infra-vermelho por transformada de Fourier. A maior
viscosidade das solucdes foi com 25% e 30% de fucoidana e a
condutividade elétrica ndo apresentou grande variagdo com o
aumento da concentracgdo de fucoidana. As fibras apresentaram
morfologia de fita e didmetro médio majoritariamente de 150
a 300 nm. A estabilidade térmica das fibras com 25 e 30% de
fucoidana apresentaram menor perda de massa quando
comparadas com a fibra controle contendo apenas =zeina. As
fibras apresentaram uma excelente caracteristica
hidrofilica, as gquails podem ser uteis para a adesdo e a
proliferacdo celular.
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FIBRAS ULTRAFINAS PRODUZIDAS COM FUCOIDANA E ZEINA
POR ELECTROSPINNING

RELATORIO DESCRITIVO

CAMPO DA INVENGAO

[001] A presente invencdo refere-se ao desenvolvimento de
fibras ultrafinas com zelina adicionadas de fucoidana

advindas de alga marrom pela técnica de electrospinning.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] As macroalgas marinhas, ou seja, as algas marinhas,
sdo bem conhecidas hé& séculos por sua importéncia na dieta
de muitos paises do Extremo Oriente, como o Japdo e a Coreia.
Elas sdo nutricionalmente muito ricas, sendo consideradas
uma grande fonte de polissacarideos complexos, minerais,
proteinas e vitaminas, bem como de varios fitoquimicos. Seu
consumo estd alinhado com a crescente conscientizacdo das
percepcgdes dos consumidores em relagcdo aos produtos
orgdnicos e aos produtos ambientalmente sustentdveis (Afonso
et al., 2019).

[003] De acordo com o relatdério da Seafood Source, espera-
se que o mercado global de algas cresca para USS 22,1 bilhdes
até 2024. Atualmente, entre os trés filos de macroalgas,
algas verdes, do filo Chlorophyta; algas marrons, do filo
Phaeophyta e algas vermelhas, do filo Rhodophyta, as algas
marrons sdo as espécies mais consumidas (66,5%), seguidas
pelas algas vermelhas (33%) e verdes (5%). As Phaeophyceae
possuem um alto teor de diversos fitoquimicos e tém sido
repetidamente reivindicadas por exercerem 1importantes
propriedades terapéuticas, o que as torna grandes candidatas
a serem usadas como agentes bicativos em muitos setores,
inclusive no mercado de alimentos funcionais (Catarino,

Silva e Cardoso, 2018).
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[004] As algas marrons sdo uma fonte de polissacarideos que
podem apresentar varias respostas bioldgicas. Entre esses
materiais de origem marinha, a fucoidana tem atraido grande
interesse nos Ultimos anos, conforme citado pela patente
WO02022101687A1. As fucoidanas sdo uma classe de
polissacarideos sulfatados de polifucose extraidos de algas
marinhas marrons. Estas tém recebido grande interesse em
pesquisas biotecnolégicas devido aos seus efeitos
antitumorais, imunomoduladores, antioxidantes, antivirus,
anticoagulantes e anti-inflamatérios, bem como por serem um
recurso comestivel abundante de origem ndo animal e néo
téxico. O mercado tem avaliado o valor da fucoidana com
pureza 295% em torno de US$ 260,00 cada 500 mg (Sigma-
Aldrich, 2024).

[005] As fucoidanas ©possivelmente interagem com uma
variedade de fatores de crescimento, como o fator basico de
crescimento de fibroblastos (bFGF) e o fator de crescimento
transformador-, por meio de mecanismos semelhantes aos da
ligacdo a heparina, para mediar esses efeitos benéficos.
[006] A cicatrizacdo de feridas dérmicas é um processo
fisioldgico que restaura a estrutura anatdmica e a funcdo da
pele lesionada. A cicatrizacdo de feridas ocorre por meio de
trés fases que se sobrepdem: fase inflamatdéria com hemostasia
e inflamacédo; fase proliferativa com angiogénese, deposicédo
de colédgeno, formacdo de tecido de granulacédo e epitelizacdo;
e fase de remodelacdo com deposicdo de tecido conjuntivo.
Isso envolve a interacdo de uma cascata complexa de varias
células, incluindo leucdcitos, células sanguineas,
fibroblastos e células epiteliais (Park et al., 2017).

[007] A maioria dos tratamentos convencionais para feridas
dérmicas, como os anti-inflamatdérios n&o esteroides (AINESs)
e o0s corticosteroides tépicos, tem como objetivo reduzir a
inflamacdo. No entanto, o© tratamento pode ter um impacto

negativo na cicatrizacdo de feridas, incluindo efeitos
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adversos como atrofia, osteoporose, obesidade e glaucoma.
[008] Para a medicina complementar e alternativa, muitas
fontes naturais ricas em varios fatores nutricionais,
incluindo proteinas, carboidratos e vitaminas, foram
utilizadas para revelar a promogcdo da cicatrizacdo de
feridas, porque a restauracdo de tecidos dérmicos lesionados
requer uma quantidade de energia.

[009] Além disso, suas atividades antioxidantes mostraram o
potencial terapéutico desses recursos para a cicatrizacdo de
feridas. Sabe-se que os principais componentes dos extratos
naturais, como flavonoides, fendis e taninos, atuam como
eliminadores de radicais livres. Isso levanta a intrigante
possibilidade de usar recursos naturais para a cicatrizacéo
de feridas dérmicas.

[010] Nos ultimos 20 anos, houve um aumento significativo no
numero de publicagdes no campo da eletrofiacdo e da
eletrofiacdo para aplicacdes de cicatrizacdo de feridas. Nos
primérdios desta técnica, a eletrofiacéo era usada
esporadicamente na fabricacdo de téxteis, mas na Ultima
década essa técnica se difundiu em aplicagcdes médicas,
especialmente no campo da engenharia de tecidos (Bombin et
al., 2020).

[011] Conforme EP3040462B1, a eletrofiacéo por
electrospinning é uma tecnologia que utiliza a forca do campo
eletrostdtico para produzir material de nanofibra, que tem
sido pesquisada ampla e extensivamente em todo o pais e no
exterior nos Gltimos anos.

[012] Os tecidos/membranas ndo tecidos de nanofibra
(membrana eletrofiada) preparados pela técnica de
eletrofiacdo tém muitas propriedades excelentes, como a
opcdo flexivel de matéria-prima de polimero, a eletrofiacéo
de solucdo e/ou fusdo pode ser realizada dependendo dos
diferentes tipos de matérias-primas; assim, a membrana

eletrofiada obtida tem a vantagem de ter alta porosidade,
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didmetro de poro pequeno e uniformemente disperso, finura de
fibra ajustavel, espessura de membrana controlavel, bem como
isotropia, filtragem de alta eficiéncia e propriedade de
alta barreira etc.

[013] Dessa forma, ela tem sido ©pesquisada ampla e
extensivamente nos campos de filtragem industrial, separador
de bateria de litio, filme multifuncional e biomédico. Embora
a eletrofiacdo de fibras tenha ocorrido pela primeira vez na
década de 1930 (Pat. dos EUA n°® 2.077.373) (1934), o processo
s recentemente atraiu maior atencdo devido a sua
simplicidade na fabricacdo de nanofibras de polimeros
sintéticos e naturais.

[014] Um polimero natural que tem sido bastante utilizado
para eletrofiacdo de fibras é a zeina. A zeina, a principal
proteina de armazenamento do milho (80% de seu conteldo
proteico), é uma prolamina (Corradini et al., 2020) que tem
natureza anfifilica com propriedades hidrofilicas e
hidrofébicas. Mais de 50% dos residuos de aminocdcidos na
zeina sdo hidrofdébicos (Torres et al., 2020). A zeina tem
boa solubilidade em solugdes aquosas de alcool (60% a 95%),
mas n&o é soluvel em &gua (Liu, Li e Deng, 2023). Esta
proteina ndo é téxica e é geralmente reconhecida como um
polimero seguro que pode ser obtido de recursos renovaveis
(Kasaai, 2018).

[015] A zeina tem recebido muito interesse nos setores de
alimentos e nutricdo devido as suas vantagens, como
abundéncia, biodegradabilidade, alta estabilidade térmica,
hidrofobicidade, barreira de oxigénio, boa elasticidade e
boa capacidade de formacdo de fibras. As fibras eletrofiadas
podem ser facilmente obtidas a partir de polimeros de zeina
usando solucdes contendo zeina (Rezazadeh et al., 2022).
[016] Com base nos estudos sobre a eficiéncia da zeina na
encapsulacdo de compostos com atividade bioldgica através de

nanofibras, e as diversas bioatividades apresentadas pelas
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fucoidanas extraidas de algas marrons, foram desenvolvidas
fibras ultrafinas a partir da solucdo polimérica de zeina e
fucoidana para serem utilizadas como adesivo cicatrizante

para pele.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

[017] A FIGURA 1 ilustra a analise termogravimétrica (TGA)
da zeina, fucoidana e de fibras ultrafinas de zeina 30% com

fucoidana (0%, 25% e 30% p/p).

[018] A FIGURA 2 ilustra a derivada da analise
termogravimétrica da zeina, fucoidana e de fibras ultrafinas

de zeina 30% com fucoidana (0%, 25% e 30% p/p).

[019] A FIGURA 3 ilustra as imagens do adngulo de contato das
fibras ultrafinas com 30% de =zeina contendo 0% (a-c), 25%
(d-f) e 30% (g-i) de fucoidana. As imagens (a), (d), e (9)
sdo referentes ao instante 0, (b), (e), e (h) sdo referentes
a 30 segundos apds a queda da gota e (c), (f) e (i) sé&o

referentes a 60 segundos apds a gqueda da gota.

[020] A FIGURA 4 ilustra as morfologias das fibras ultrafinas
com 30% de zeina e sua respectiva distribuicdo de tamanho:
fibra de zeina 30% e 0% de fucoidana (controle) (a-b), fibra
de zeina 30% e com 25% de fucoidana(c-d) e fibra de zeina

30% e com 30% de fucoidana(e-f). Amplitude de 1000x.

[021] A FIGURA 5 ilustra os espectros de IR-TF da =zeina,

fucoidana e das fibras com diferentes concentracdes.
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DESCRICAO DA INVENGCAO

Obtencdo das fibras por electrospinning

[022] Primeiramente, para o preparo das formulacdes, foram
preparadas solugdes de fucoidana em porcentagens diferentes,
juntamente com o polimero zelna em uma concentracdo constante
de 30% (concentracdo minima para formacdo de membrana). Apds,
a fucoidana e a zeina foram diluidas em uma solucdo de &acido
férmico 75% e mantidas em agitacdo até a solubilizacéo
completa do polimero, durante 3 horas. Para a producgdo da
fibra controle (sem adigdo de fucoidana), foi preparada uma
solugdo polimérica de =zeina pura nas mesmas condig¢des ja
descritas. Estas solugdes foram mantidas sob agitacéo

utilizando agitador magnético.

[023] Para a producgdo das fibras foi utilizada uma taxa de
alimentacdo de 0,8 mL/h, didmetro de agulha de 0,7 mm. As
solucgdes poliméricas foram inseridas em seringas de 3 mL e
uma bomba de infusdo com seringa (KD Scientific, Model 100,
Holliston, Inglaterra) para controle da taxa de fluxo da
solugdo polimérica. O processo de eletrofiacdo foi realizado
através da utilizacdo de um eletrodo positivo, conectado a
uma fonte de alta tensdo com corrente continua (INSTOR,
INSES-HV30, Brasil), com uma tensdo na faixa de 25 kV, ao
qual possuia acoplado diretamente na ponta da agulha metédlica
na saida da seringa e um eletrodo negativo foi conectado a
um alvo metdlico coberto com folha de aluminio posicionado
no sentido horizontal a bomba de infusdo a uma disténcia de
20 a 23 cm da ponta da agulha até o alvo, para a deposicéo
das fibras. As formulacdes das fibras estdo descritas na

Tabela 1.
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TABELA 1. Fibras ultrafinas de zeina incorporadas com

fucoidana.
Zeina (%) Fucoidana (%)
30 0 (controle)
30 25
30 30
30 35

ANALISE DOS PRODUTOS OBTIDOS

Andlise de condutividade elétrica das solugdes poliméricas

[024] A condutividade elétrica das solugdes poliméricas
contendo zeina e fucoidana em diferentes concentracdes foi
avaliada através de um condutivimetro (Medidor EC150 de
condutividade em uS/cm & mS/cm). Aproximadamente 10 mL de
cada solucdo foi analisada em temperatura ambiente (25 °C),

sendo a analise realizada em triplicata.

[025] Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados de
condutividade elétrica para as diferentes formulacgdes de
zeina e de fucoidana. Os resultados foram se mantiveram
constantes com a adicdo de fucoidana, exceto na concentracdo
de 30% zeina + 30% fucoidana. A fibra com =zeina 30% +
fucoidana 30%, apresentou a maior condutividade, diferindo

estatisticamente (p<0,05) das demais solucgdes.

TABELA 2. Condutividade elétrica das solugdes poliméricas
de 30% (p/v) de zeina com fucoidana (25, 30, e 35% p/p).

Tratamento Condutividade (ps/cm)
Zeina 30% (controle) 8,31 = 0,14c
Zeina 30% + 25% Fucoidana 8,57 £+ 0,07k
Zeina 30% + 30% Fucoidana 7,82 £+ 0,02d
Zeina 30% + 35% Fucoidana 8,99 + 0,122

Viscosidade aparente das solucdes poliméricas e do 6leo

[026] A viscosidade aparente das solugdes poliméricas foi
determinada em um viscosimetro digital marte modelo MDV-5

com spindle n° 0. Aproximadamente 10 mL de cada solucéao
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polimérica (zeina e acido férmico 75%) e de fucoidana foram
utilizados em cada medicdo em temperatura ambiente (22 + 2

°C), sendo realizadas em triplicata.

[027] A incorporagdo da fucoidana aumentou a viscosidade
aparente das solucdes poliméricas (Tabela 3). Com excecédo da
fibra contendo 30% zeina + 35% fucoidana, na qual houve uma
viscosidade menor gquando comparada as outras fibras, mas
maior quando comparada ao controle contendo apenas zeina. As
fibras com zeina 30% + fucoidana 25% e zeina 30% + fucoidana

30% apresentaram viscosidades semelhantes, possuindo médias

ndo significativamente diferentes. Desta forma, ambas as
fibras diferiram estatisticamente (p<0,05) das demais
solucdes.

TABELA 3. Viscosidade das solucdes poliméricas de 30% (p/v)
de zeina com fucoidana (25, 30, e 35% p/p).

Tratamento Viscosidade (mPa/s)
Zeina 30% (controle) 4,65 + 0,28¢
Zeina 30% + 25% Fucoidana 15,34 £ 0,442
Zeina 30% + 30% Fucoidana 15,16 £ 0,562
Zeina 30% + 35% Fucoidana 11,93 £ 0,07p

[028] Segundo Angammana e Jayaram (2011), o processo de
eletrofiacdo é regido por uma variedade de forcas que incluem
a forca de Coulomb entre as particulas de carga na superficie
do jato, a forca eletrostatica devido ao campo elétrico
externo, forca viscoeldstica devido a viscosidade da solucgédo
viscoelédstica devido a viscosidade da solucdo, forca de
tensdo superficial, forca da gravidade e forca de forca de

arrasto devido ao atrito com o ar.

[029] Apesar da fibra zeina 30% + 35% fucoidana ter
apresentado a maior condutividade quando comparadas as
demais e uma viscosidade de 11,93 + 0,07, ndo foi possivel
eletrofia-la. Desta forma, apenas os dados referentes aos

demais tratamentos serdo apresentados.
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Andlise termogravimétrica (TGA)

[030] As analises termogravimétricas das fibras e compostos
puros foram realizadas em analisador termogravimétrico (SDT
0600, marca TA Instruments, modelo TA60, EUA). As amostras
(cerca de 10 mg) foram aquecidas em capsulas de platina entre
30 e 800 °C, sob fluxo continuo de nitrogénio a uma taxa de

aquecimento de 10 °C.min-!l.

[031] Na Figura 1 estdo apresentados os termogramas de TGA
brutos. Verificou-se que a fucoidana apresentou uma perda de
peso de aproximadamente 50% entre 251 e 316°C, apds observou-
se uma perda de 18% entre 527 e 613°C, por fim, estabilizou-
se até a temperatura atingir 800°C. A zeina apresentou uma
perda de peso de 66% entre 288 e 353 °C, posteriormente

estabilizou-se até 800 °C.

[032] A fibra controle contendo apenas zeina apresentou uma
perda de peso de 57% entre 290 e 340 °C e uma segunda perda
de peso de 22% entre 577 e 657 °C. Enquanto que as fibras
com 25 e 30% de fucoidana apresentaram comportamentos
semelhantes. A fibra 30% zeina + 25% fucoidana apresentou
uma perda de 50% entre 296 e 347 °C, enquanto que a fibra
30% zeina + 30% fucoidana apresentou uma perda de 51% entre

299 e 344 °C.

[033] A segunda perda de peso da fibra 30% zeina + 25%
fucoidana foi de 28% e ocorreu entre 538 e 690 °C, enquanto
que a da fibra 30% zeina + 30% fucoidana foi de 20% e ocorreu
entre 603 e 721 °C. Com isso, é possivel observar que o
aumento da concentracdo de fucoidana aumentou a estabilidade

térmica estabilidade térmica das fibras ultrafinas.

Andlise de calorimetria de varredura diferencial (DSC)

[034] A andlise térmica por DSC foi realizada para observar
0s pontos de transicdo térmica das fibras ultrafinas. Durante

a analise, a faixa de temperatura foi configurada de 30 a
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300 °C, numa faixa de temperatura de 10 °C.min"! com taxa de

fluxo de nitrogénio de 50 ml/min.

[035] Os resultados da andlise de DSC podem ser observados
na Figura 2. Todas as <curvas de DSC mostram picos
endotérmicos na faixa de temperatura de 50 a 300-C. A
transicdo de desnaturacdo da zeina foi observada como um
pico endotérmico em 133 °C. Nessa faixa de temperatura também
é verificada a quebra das ligacgdes de hidrogénio que estdo
presentes na estrutura da zeina e em outras associacdes
moleculares (Miller et al., 2010). Além disso, Mothe et al.
(2005) atribuiram a presenca de um pico endotérmico em
termogramas de proteinas a desestabilizacdo de suas
interacgdes fisicas, como ligacdo de hidrogénio, interacédo
eletrostdtica e interacdo dipolo-dipolo, causando assim a

perda de estruturas tridimensionais das proteinas.

[036] De acordo com Anastasakis, Ross e Jones (2011), os
dois picos endotérmicos da fucoidana pura nas temperaturas
de 207,6 o C e 237,6 estdo associados as principais reacdes
de desvolatilizacdo, em que a maior parte do peso da amostra
é perdida como matéria volatil. Um pequeno pico exotérmico
foi observado em 275 °C, sugerido como estando ligado a
degradacdo que ocorre durante o processo de aquecimento. Os
picos endotérmicos também foram observados nas fibras, mas
em um ponto de fusdo mais baixo. Em todas as fibras foram
observados picos endotérmicos na faixa de temperatura de 160

a 179 °C e também entre 287 e 300 °C.

Angulo de contato das fibras ultrafinas

[037] Os angulos de contato das fibras ultrafinas de zeina
com fucoidana estédo apresentados na Figura 3. A molhabilidade
das fibras ultrafinas foi analisada no momento inicial que
a gota de agua entra em contato com a fibra, apdés 30 e 60

segundos. Dentre os tratamentos estudados, foi observado que
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a porcentagem de fucoidana presente na fibra influenciou na
diminuicdo da hidrofilicidade.

[038] Na fibra ultrafina controle (30% zeina) é possivel
observar que houve uma diferenca estatistica significativa
(p<0,05) nos 3 diferentes tempos analisados (0, 30 e 60
segundos) . Enquanto que nas fibras com 30% zeina + 25%
fucoidana e 30% zeina + 30% fucoidana, ndo houve diferenca
estatistica significativa (p>0,05) nos tempos de 30 e 60
segundos. O maior &angulo de contato encontrado foi do
tratamento da fibra controle com 30% de zeina, apresentando
um valor inicial de 60,69° (Tabela 4), mas também foi a que
apresentou o menor valor final, sendo de 12,42°, sendo este
o0 mais hidrofilico.

[039] Apds 60 segundos de contato com a fibra, observou-se
reducdo da hidrofilicidade para as fibras que continham
fucoidana nas concentracdes de 25% e 30%. Entretanto, apesar
da diminuicéao, as mesmas ainda apresentaram carater
hidrofilico. Desta forma, os resultados demonstraram que as
nanofibras apresentaram uma excelente caracteristica
hidrofilica, os quais podem ser uUteis para a adesdo e a

proliferacdo celular (Wang et al., 2017).

TABELA 4. Angulo de contato das fibras ultrafinas de zeina
com diferentes concentracdes de fucoidana apds 0, 30 e 60
segundos de contato da membrana com a agua.

Fibras Angulo de contato (°)
Tempo de contato (s)
0 30 60
Zeina 30% (controle) 60,69 + 18,14 =+ 12,42 =+
0,692 4,30p 2,88¢c
Zeina 30% + 25% 57,13 = 32,87 £ 32,41 +*
Fucoidana 3,092 4,08 3,91b
Zeina 30% + 30% 51,61 * 33,56 + 32,53 =%

Fucoidana 3,242 3,48b 3, 54b
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Morfologia e distribuigdo de tamanho das fibras

[040] A morfologia das fibras obtidas foi avaliada por meio
de microscépio eletrdnico de varredura (MEV) (Jeol, JSM -
6610LV, EUA). Um pedaco do aluminio contendo as fibras foi
fixada em stub, por meio de fita dupla-face e, recoberta com
ouro por meio de um metalizador (Sputtering, Denton Vacuum
Desk V, EUA). A anédlise foi realizada com uma aceleracdo de
tensdo de 10 kV. O didmetro médio e a distribuicdo do tamanho
das fibras foram analisadas a partir da medicdo aleatdria de
90 fibras por meio do software Imaged (versdo 2015, EUA),
através das imagens obtidas do MEV.

[041] As morfologias e os didmetros médios das fibras de
zeina controle, a incorporada com 25% fucoidana e a
incorporada com 30% fucoidana estdo apresentadas na Figura
4. Em relacdo a morfologia, as fibras ultrafinas incorporadas
com 25% e 30% fucoidana apresentaram formato de fita, com
tamanho médio de 234 * 54 nm e 276 £ 54 nm, respectivamente,
e sem a presenca de beads. Esse resultado pode estar
relacionado ao aumento da viscosidade da solucdo polimérica,
que gerou um jato mais uniforme e, consequentemente, fibras
mais homogéneas (Neo et al., 2012).

[042] A fibra controle apresentou a presenca de particulas
no formato de <céapsulas, com distribuicdo de tamanho
amplamente disperso, com tamanho médio de 540 £ 130. Desta
forma, é possivel observar que a adicdo de fucoidana na
solucdo polimérica de 30% zeina em &acido férmico 75% foi
capaz de propiciar a formacdo de fibras em forma de fita e

com uma distribuicdo de tamanho menor.

Espectroscopia no infra-vermelho por transformada de

Fourier (IR-TF)

[043] A anédlise de IR-TF das fibras e compostos puros foi

realizada em um espectrdmetro na regido do infravermelho com
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transformada de Fourier (FTIR), Shimadzu, modelo SPIRIT,
combinado com Reflectdncia Total Atenuada (ATR). Foram
realizadas varreduras na faixa espectral de 400 a 4000 cm™!
a uma resolucdo de 4 cm! e 45 scans.

[044] Os espectros de IR-TF dos materiais de partida e das
fibras podem ser observados na Figura 5. O espectro da zeina
apresentou bandas caracteristicas correspondentes a amida I,
IT e III em 1642 (alongamento de C=0), 1526 (flexdo de N-H
e alongamento de C-N) e 1224 cm’l, respectivamente. Além
disso, o pico em 3308 cm! corresponde ao estiramento de -
NH2 na Zeina (Ali et al., 2014). O espectro da fucoidana
apresentou bandas entre as regides de 3500 cm! e 2900 cm7!,
a primeira indicando uma ligacdo O-H e segunda referente a
uma ligacd&o C-H.

[046] Outra banda pode ser observada, na regid&o de 1600 cm~
1 indicando grupos carbonila relacionados ao &cido urdnico.
Também, a banda entre 1220-1230 cm! ¢é atribuida ao S=0
sugerindo a presenca de sulfato. A banda entre 1000-1100 cm~
1 representa a ligacdo C-O0 dos polissacarideos (Yuan e
Macquarrie, 2015). Por fim, observa-se uma banda de absorcédo
em torno de 840 cm ! devido a uma flex&do de C-0-S (Chen et
al., 2021).

[047] Foi possivel observar Dbandas referentes a ambos
compostos na fibra 30% zeina + 25% fucoidana e na fibra 30%
zeina + 25% fucoidana. Na fibra controle com 30% de zeina

foi possivel observar bandas referentes a mesma.
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REIVINDICACOES
1. Uma formulacdo de ©preparo de fibras com zeina,
caracterizada por: (1) Diluir a zeina (30% p/v) em éacido
férmico:dgua 75:25 (v/v); (2) adicionar a fucoidana (25, 30
e 35% (p/p): (3) produgcdo de fibras ultrafinas por

eletrofiacéo.

2. Fibra de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por
morfologia em fita na faixa de 229 a 340nm, sendo considerada
uma fibra ultrafina.

3. Fibra ultrafina de acordo com as reivindicagdes 1, 2,
caracterizada por conter 25 a 30% de fucoidana apresentam
hidrofilicidade de 30° quando em contato com a agua.

4. Fibra ultrafina de acordo com a reivindicacdo 1, 2 e 3,
caracterizada por apresentar estabilidade térmica em altas
temperaturas, definida por analise termogravimétrica.
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Figura 3.
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Figura 5.
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